UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE AGRONOMIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM FITOTECNIA

ECOLOGIA QUIMICA DE PENTATOMIDEOS EM Oryza sativa (Poacea):
IMPLICACOES NO MANEJO COM FEROMONIO SEXUAL SINTETICO E NAS
INTERACOES TRITROFICAS MEDIADAS POR FITORMONIOS

Thais Fernanda Stella de Freitas
Engenheira Agronoma/UFRGS
Mestre em Fitotecnia/UFRGS

Tese apresentada como um dos requisitos
a obtengdo do Grau de Doutor em Fitotecnia
Area de concentragdo: Fitotecnia / Enfase em Entomologia

Porto Alegre (RS), Brasil
Fevereiro, 2017



CIP - Catalogacao na Publicagdo

Freitas, Thais Fernanda Stella de

ECOLOGIA QUfMICA DE PENTATOMIDEOS EM Oryza sativa
(Poaceae): IMPLICAGCOES NO MANEJO COM FEROMONIO SEXUAL
SINTETICO E NAS INTERAQC-)ES TRITROFICAS MEDIADAS POR
FITORMONIOS / Thais Fernanda Stella de Freitas. --
2017.

120 f.

Orientador: Josué Sant'Ana.

Tese (Doutorado) -- Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Faculdade de Agronomia, Programa de
P6s-Graduagao em Fitotecnia, Porto Alegre, BR-RS, 2017.

1. Manejo integrado de pragas. 2. Semioquimicos.
3. Zingiberenol. 4. Inducdo de resisténcia. 5. Arroz
irrigado. I. Sant'Ana, Josué, orient. II. Titulo.

Elaborada pelo Sistema de Geragdo Automaética de Ficha Catalografica da UFRGS com os
dados fornecidos pelo(a) autor(a).




THATS FERNANDA STELLA DE FREITAS
Engenheira Agrdnoma - UFRGS
Mestre em Fitotecnia - UFRGS

TESE

Submetida como parte dos requisitos

para obtencdao do Grau de
DOUTOR EM FITOTECNIA

Programa de Pb6s-Graduacgdo em Fitotecnia
Faculdade de Agronomia
Universidade Federal do Rio Grande do Sul

Porto Alegre (RS), Brasil

Aprovado em: 22.02.2017 Homologado em: 03.10.2017
Pela Banca Examinadora Por

JOSUE SANT’ANA CHRISTIAN BREDEMETER
Orientador - PPG Fitotecnia Coordenador do Programa de

P6s-Graduacdo em Fitotecnia

LUIZA RODRIGUES REDAELLT
PPG Fitotecnia/UFRGS

MIGUEL BORGES
EMBRAPA Recursos Genéticos e
Biotecnologia - Brasilia, DF

FERNANDO FELISBERTO DA SILVA CARLOS ALBERTO BISSANI
UNIPAMPA - Itaqui, RS Diretor da Faculdade
de Agronomia



AGRADECIMENTOS

A minha familia, em especial aos meus pais, Rose e Fernando, por todo o suporte e
dedicagao incondicional a minha formagao. Nunca poderei retribuir! Aos meus irmaos,
Thiago e Thércio, pelo incentivo.

Ao professor Josué Sant’Ana, pela orientacdo, amizade, dedicagdo e confianca.

Ao Sr. Claudio Spilere, por ceder a area e viabilizar o trabalho de campo com infinita
disposigao.

Ao professor Michael Stout, da Louisiana State University, pela orientagdo no periodo de
intercambio.

A todos do Laboratorio de Semioquimicos da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, em especial a Dra. Maria Carolina Blassioli Moraes e a amiga Marla
Juliane Hassemer pela ajuda e pelos ensinamentos.

A todos os professores, funcionarios e colegas do Departamento de Fitossanidade, pela
convivéncia tdo agradavel durante este periodo. Ao colegas do LEEQI que contribuiram
de forma especial, Roberta Tognon e William Zarda, e aos bolsistas Augusto, Jorge,
Juliana e Thais pela ajuda e coleguismo. A grande amiga Rita Machado, por ter iniciado
uma parte deste trabalho e me ensinado muito.

A UFRGS, pelo ensino publico, gratuito ¢ de qualidade.

Ao CNPq e CAPES pelas bolsas concedidas.

il



ECOLOGIA QUIMICA DE PENTATOMIDEOS EM Oryza sativa (Poaceae):
IMPLICACOES NO MANEJO COM FEROMONIO SEXUAL SINTETICO E
NAS INTERACOES TRITROFICAS MEDIADAS POR FITORMONIOS!

Autor: Thais Fernanda Stella de Freitas
Orientador: Josué Sant’ Ana

RESUMO

Substancias quimicas utilizadas nas interagdes entre espécies podem ser
ferramentas no manejo de pragas agricolas. Este trabalho objetivou avaliar o uso de
feromonio sexual sintético no monitoramento populacional do percevejo-do-colmo
Tibraca limbativentris Stal, 1860 (Hemiptera: Pentatomidae) e o uso de fitormonios na
inducdo de defesa de plantas de arroz ao percevejo 7. limbativentris e ao percejevo-do-
grao Oebalus pugnax Fabricius, 1775 (Hemiptera: Pentatomidae). Zingiberenol é o
feromonio sexual de 7. [limbativentris, e oito isdmeros deste composto foram
impregnados em septos de borracha, combinados 2 a 2, configurando os tratamentos Z1,
72,73 e Z4. Em ensaios de olfatometria, o tratamento Z1 (3§, 6S, 7R + 3R, 6R, 7R) foi
superior ao Z4 e ao controle e, no campo, foi superior a todos os demais, mesmo em area
com populagdo baixa. Da mesma forma que as relagdes entre insetos, interagdes inseto-
planta s3o baseadas em compostos quimicos. Plantas atacadas emitem volateis derivados
das rotas do 4cido jasmonico (AJ) e do 4cido salicilico (AS), que repelem herbivoros e
recrutam inimigos naturais. Plantas da cultivar BR-IRGA 409 receberam os tratamentos
1) herbivoria de T. limbativentris; 2) aspersdo de solucdo AJ 2mM; 3) AJ SmM; 4) AS
8mM; 5) AS 16mM; e 6) controle (etanol) e foram submetidas a avaliagdo da emissao de
compostos por CG-EM e CG-DIC e testes de olfatometria. O tratamento com AS 16mM
modificou o perfil cromatografico de forma semelhante ao tratamento herbivoria,
aumentando a emissdo de salicilato de metila, e modificou o comportamento de fémeas
de T. limbativentris ¢ do parasitoide Telenomus podisi Ashmead, 1893 (Hymenoptera:
Scelionidae). A inducdo de defesa ao percevejo O. pugnax foi avaliada em plantas da
cultivar Cocodrie utilizando metil jasmonato (MeJa), um derivado do AJ, como indutor.
As plantas receberam os tratamentos 1) herbivoria de O. pugnax; 2) aspersao de solugdo
Mela 2mM; 3) MeJa SmM; 4) AS 8mM; 5) AS 16mM; e 6) controle (etanol). A emissdo
de compostos foi avaliada por CG-EM e o desenvolvimento de ninfas e efeito nos
componentes de rendimento foram avaliados em experimentos de casa de vegetacao e
campo. O tratamento com AS 16mM aumentou a emissdo de salicilato de metila de forma
semelhante ao tratamento herbivoria e dificultou o desenvolvimento e alimentagdo do
percevejo. O hormonio AS induz defesas diretas e indiretas em arroz. Mais trabalhos
devem ser feitos para verificar a dose adequada.

! Tese de Doutorado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (121 f.) Fevereiro 2017.
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CHEMICAL ECOLOGY OF PENTATOMIDS IN Oryza sativa (Poaceae):
MANAGEMENT IMPLICATION WITH SYNTHETIC SEX PHEROMONE AND
TRITROPHIC INTERACTIONS MEDIATED BY PLANT HORMONES!

Author: Thais Fernanda Stella de Freitas
Adviser: Josué Sant’Ana

ABSTRACT

Chemical substances used in interactions among species may become tools for
agricultural pest management. This work aimed to evaluate the use of synthetic sex
pheromone for population monitoring of the rice stem stink bug Tibraca limbativentris
Stal, 1860 (Hemiptera: Pentatomidae) and the use of plant hormones to induce rice
defence to 7. [limbativentris and Oebalus pugnax Fabricius, 1775 (Hemiptera:
Pentatomidae). Zingiberenol is the sexual pheromone of 7. limbativentris. Eight isomers
of this compound were impregnated in rubber septums, combined 2 to 2, configuring
treatments Z1, Z2, Z3 and Z4. In olfactometry assays, Z1 (38, 6S, 7R + 3R, 6R, 7R) was
preferred over Z4 and check and, in field assays, over all the others isomers, even with a
low population area. Like insects relationships, insect-plant interactions are based on
chmical compounds. Plants under insect attack emit volatiles derived from routes of
jasmonic acid (JA) and salicylic acid (SA), which repel herbivores and recruit natural
enemies. Plants of BR-IRGA 409 variety received the treatments 1) herbivory of T.
limbativentris; 2) spray until run off a JA 2mM solution; 3) JA 5SmM 4) SA 8mM; 5) SA
16mM; and 6) check (ethanol) and were submitted to evaluation of volatiles compound
emission by GC-MS and GC-FID and olfactometry tests. Treatment with SA 16mM
modified chromatographic profile as the herbivory treatment, increasing methyl salicylate
emission and changing the behavior of 7. limbativentris and of the females of it
parasitoid, Telenomus podisi Ashmead, 1893 (Hymenoptera: Scelionidae). Defense
induction to thestink bug O. pugnax was evaluated in plants of Cocodrie veriety using
methyl jasmonate (MelJa), a JA derivative, as elicitor. Plants were treated with 1)
herbivory of O. pugnax; 2) spray 30 mL of MeJA 2mM solution; 3) MeJa 5SmM; 4) SA
8mM; 5) SA 16mM; and 6) check (ethanol). Compound emission was evaluated by GC-
MS. Nymph development and yield components were evaluated in greenhouse and field
experiments. Treatment with SA 16mM increased methyl salicylate emission, just like
herbivory treatment, and made the nymph feeding and development more difficult.
Salicylic acid elicits direct and indirect efenses in rice. Additional work should be done
check the proper dose.

" Doctoral thesis in Plant Science, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (121 p.) February, 2017.
\%



SUMARIO

Pégina
CAPITULO L INTRODUGCAO ...t 1
1.1. INTRODUCAO GERAL......ooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 2
1.2. REVISAO BIBLIOGRAFICA ......covrirmiiirireiieeieeeieeeiee s 4
1.2.1 CUultura dO AITOZ ......ccuveeeeiieeiiee ettt et e et e e eree e eereeeeens 4
1.2.2 Percevejo-do-colmo na cultura do arroz..........cceeveeevvenveecieenieeneecieenen. 5
1.2.3 Percevejo-do-grao na cultura do arroz.........ceeeeeieevieiiiienieeiienieeieeeee 7
1.2.4 Comunicagao QUIMICA .....ccueeeveeriieeiieiieeieesiieeteeseeeeseesseeeseeseeeenseessneenseas 8
1.2.5 Defesa das plantas ..........ccceecveeeiieeeiiiee et eeaee e 11
1.3. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......oooviviiiierieeineiee et 21

CAPITULO II: Avaliagdo do feroménio sexual sintético de Tibraca limbativentris
(HEMIPTERA: PENTATOMIDAE) em laboratério e em lavoura de arroz

IITIZAAO ..ttt sttt ettt st 31
2.1 INTRODUGCAO ..o 32
2.2. MATERIAL E METODOS ......ovirteeeeeeeeeee et eeeeeee s eeeeeseeseeseneesees 34
2.2.1 Obtengao e criacao de 7. [imbativentris ..........ccoueeeeevueeeeeciueeeeecieeeeenns 34
2. 2.2 FOIOMOMIO . ....eeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e sesesesenenesnnnnnns 34
2.2.3 OFALOMIEIIIA ...ttt e et e e e e e e et eeaeeeeeeeereeannaaaes 35
2.2.4 TeSteS A€ CAMPO.....eeiuieriiieiieeiiieiie et eiee ettt et e et e site et eseteebeesaeeenseeeees 35
2.2.5 ANALISE ESTALISTICA .eeeeeieeeeeee et eee ettt e et ee e e e e e e e eeaaeeeeeeeereeennaaaes 37
K T A 6] B 17N B L@ 1 R 39
23] OIFALOIMEITIA ..t eeeeeeeeneeennennnes 39
2.3.2 Testes de CAMPO.....ueieiiieeiiieeiiieeiiee et ete e e te et e et e e e e e eaee e snaeeeenree s 40
2.4, DISCUSSAD ... 45
2.5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..o, 49

CAPITULO III. IMPACTO DE FITORMONIOS NO PERFIL QUiMICO DE
PLANTAS DE ARROZ E NO COMPORTAMENTO QUIMIOTAXICO DE

Tibraca limbativentris (Hemiptera: Pentatomidae) e Telenomus podisi
(HYMENOPTERA: SCELIONIDAE) ....ccctiiiiiiiiiiieneeeeeeeeeeeseee e 52

3.1 INTRODUGAO ... 53



5.

3.2. MATERIAL E METODOS ......oooiieieeeeeeeeeeeeeeeee e, 56

3.2.1 Obtengao ¢ criagao de T. limbatiVentris ............ccceeevueeeevueeeceeeeieeeeirenenn, 56
3.2.2 Obtengao e criagdo de E. heros € T. podisi............ccceueeeeveeeceeeecrieeninenan, 56
3.2.3 Semeadura e cultivo das plantas...........cccceecierieiiiieniiieiieeeeeeee e 57
3.2.4 Preparo das SOIUGOES......cueeeeviieiiieeciiie et et et eeiee e eeee e ree e e e sree e 58
3.2.5 Tratamento das Plantas ...........ceccueereeeieenieeiieerie et 58
3.2.6 Coleta ¢ identificagdo de VOIAteIS ........cccvviieeeiiiieieiiieeceeee e, 59
3.2.7 OHatOMELIIA ... eeevieeiieeiieeiie ettt ettt e siae b e seaeebeessaeenseenes 61
3.3. RESULTADOS ...ttt ettt ettt ettt sibe et e snaeessaessseensaennsaans 63
3.3.1 Coleta ¢ identificagao dos VOIALEIS ........ccueeveeeiuriieieciiiie e, 63
3.3.2. OIfatOMEIIIAS ...ecuvieeiieiieeiieeieeete ettt ettt esttesbeesaeeebeeseneebeessaeenseenes 69
3.4 DISCUSSAQD ..ot 73
3.5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .........ovvriiiiiireienisneeiesiesisesisesianees 77

CAPITULO IV. EFEITO DO METIL JASMONATO E AC;DO SALICILICO
NA DEFESA DE PLANTAS DE ARROZ (Oryza sativa) A Oebalus pugnax
(HEMIPTERA: PENTATOMIDAE) E EM COMPONENTES DE

RENDIMENTO DE GRAOS ......coutiiiiiiinieiecineineie e sesseeens 81
4.1 INTRODUQCAO ... 82
4.2. MATERIAL E METODOS ....ccooouiimiiiiiieisne e sssssesssessssseons 85
4.2.1 Obtengao € criacao de O. PUZHAX ......ccueeeveerueeeieeiieeieeee e eae e 85
4.2.2 Semeadura e cultivo das plantas...........ccecceereeriiiiiiniiieneeeeeee 85
4.2.3 Preparo das SOIUGOES. .....cccuuiieiiieeiiieeiieeeiieeeireeeireeeteeeeaeeeereeeeeaeeeeanee s 86
4.2.4 Tratamento das plantas ..........c.cecceeriieiieniiieiienie e 86
4.2.5 Coleta e identificacao dos VOIALEIS .........cccvveieeiiiiieiieiiieee e 86
4.2.6 Avaliagao do metil jasmonato e 4cido salicilico no desenvolvimento de
O. pugnax e em componentes de rendimento de graos.........cccceeveevuveenenn. 88
4.2.7 Efeito da aplicacdo de metil jasmonato e &cido salicilico em plantas de
arroz na ocorréncia de O. pugnax e qualidade de graos a campo................. 89
4.3, RESULTADOS ...ttt sttt et 91
4.3.1 Coleta e identificagdo dos VOIALEIS .......eeevveeeiieeeiieeeiieeeiee e 91
4.3.2 Avaliacao do metil jasmonato e acido salicilico no desenvolvimento de
O. pugnax e em componentes de rendimento de graos...........ceceeevveerrennen. 95
4.3.3 Efeito da aplicacdao de metil jasmonato e salicilico em plantas de arroz na
ocorréncia de O. pugnax e qualidade de graos a campo.........ccccceeeuveennennee. 96
4.4, DISCUSSAOQ ..ottt aes 98
4.5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .....oovvorrvrrirriieeieeieseiesisesieesennee. 103
CONSIDERACOES FINALS .....coouiiriiirireeinesieniesesesiesiesssesiessesssssesiesesessnes 108

vii



RELACAO DE TABELAS
Pégina

1. Quantidade média (ug) £ EP dos compostos liberados por plantas de arroz
submetidas a diferentes tratamentos entre 0 - 24 horas de aeragdo. Tratamentos
AlJ: 4cido jasmonico nas concentragdes 2 mM e 5 mM; AS acido salicilico nas
concentracoes 8 mM e 16 mM; Herbivoria: plantas previamente submetidas a
herbivoria de duas fémeas de Tibraca limbativentris; Etanol: 1mL de etanol +
200 mL de 4gua destilada; Controle: agua destilada. (n=10)..........ccceerrieerriniinnnns 66

2. Quantidade média (ng) + EP de compostos liberados por plantas de arroz
submetidas a diferentes tratamentos entre 24 - 48 horas apds o inicio da aeragao.
Tratamentos AJ: 4cido jasmonico nas concentragdes 2 mM e 5 mM; AS 4cido
salicilico nas concentragdes 8 mM e 16 mM; Herbivoria: plantas previamente
submetidas a herbivoria de duas fémeas de Tibraca limbativentris; Etanol: 1mL
de etanol + 200 mL de dgua destilada; Controle: dgua destilada. (n=10).................. 67

3. Quantidade média (ng) £ EP dos compostos liberados por plantas de arroz
submetidas a diferentes tratamentos entre 0 - 24 e 24 - 48 horas apds o inicio da
aeracdo. Tratamentos AJ: acido jasmonico nas concentragcdes 2 mM e 5 mM; AS
acido salicilico nas concentragbes 8§ mM e 16 mM; Herbivoria: plantas
previamente submetidas a herbivoria de duas fémeas de Tibraca limbativentris;
Etanol: 1mL de etanol + de 200 mL &4gua destilada; Controle: dgua destilada.

4. Quantidade média (ng) £ EP dos compostos mais frequentes emitidos (6 horas de
extragdo) por paniculas de arroz de submetidas a diferentes tratamentos.
Tratamentos MeJa: metil jasmonato nas concentragoes 2 mM e 5 mM; AS 4cido
salicilico nas concentragdes 8 mM e 16 mM; Herbivoria: plantas previamente
submetidas a herbivoria de cinco fémeas de Oebalus pugnax; Etanol: 1mL etanol
+ 200 mL agua destilada; Controle: dgua destilada ..........cccooceeeiiniiiiiiniiieieee, 94

5. Sobrevivéncia (%), peso (mg) de machos e fémeas e tempo de desenvolvimento
(dias) (£ EP) de ninfas de terceiro instar de Oebalus pugnax até a fase adulta em
plantas de arroz mantidas em casa de vegetacdo e submetidas aos seguintes
tratamentos: plantas aspergidas com solucdo etanol (controle), herbivoria por
cinco fémeas de O. pugnax, metil jasmonato 2mM, metil jasmonato SmM, acido
salicilico 8mM, acido salicilico 16mM € (N = 10). .....cccvveeriieeiiieeiieeieeeee e 95

viii



6. Numero médio (+ EP) de graos por panicula, esterilidade de espiguetas (%) e de
graos picados (%) de plantas de arroz mantidas em casa de vegetacdo e
submetidas aos seguintes tratamentos: etanol (controle), herbivoria por cinco
fémeas de Oebalus pugnax, metil jasmonato 2mM, metil jasmonato SmM, acido
salicilico 8mM e acido salicilico 16 MM (N = 10). .....cccvveeviieeiiieeie e 96

7. Numero médio (= EP) de grdos por panicula, esterilidade de espiguetas (%) e
graos picados (%) de arroz em parcelas a campo, submetidas aos seguintes
tratamentos: etanol (controle), metil jasmonato 2 mM, metil jasmonato 5 mM,
acido salicilico 8 mM e acido salicilico 16 mM. Crowley, LA, 2015 ........c.cccennee. 97

X



RELACAO DE FIGURAS

Pagina
1. Oito diasteroisomeros possiveis da molécula zingiberenol (Borges et al., 2006) ....... 9
2. Croqui da area eXperimental.........c.cccccuieiiiieeiiieeiiie et e e 37

3. Respostas quimiotaxicas (%) de fémeas de Tibraca limbativentris testadas em
olfatometro em Y a septos de borracha impregnados com quatro misturas de
diastereoisomeros do zingiberenol, combinados 2 a 2, em contraste com o
controle (hexano). a) Z1 (35,6S,7R + 3R,6R,7R); b) Z2 (3R,6S,7R + 3S,6R,7R);

c) Z3 (35,6S,7S + 3R,6R,7S); d) Z4 (3R,6S,7S + 3S,6R,7S). Valores sobre as
barras indicam o nimero de insetos responsivos e, entre parénteses, oS nao
responsivos. Asterisco indica diferenca significativa pelo teste de Qui-
QUAdrado (P <0,05). cuvieeiieiiecie ettt ettt enrees 39

4. Respostas quimiotaxicas (%) de fémeas de Tibraca limbativentris testadas em
olfatometro em Y a septos de borracha impregnados com quatro misturas de
diastereoisomeros do zingiberenol, combinados 2 a 2: a) Z1 (35,6S,7R +
3R,6R,7R); b) Z2 (3R,6S,7R + 3S,6R, TR); ¢) Z3 (35,6S,7S + 3R,6R,7S) e d) Z4
(3R,6S,7S + 3S,6R,7S). Valores sobre as barras indicam o numero de insetos
responsivos e, entre parénteses, os ndo responsivos. Asterisco indica diferenca
significativa pelo teste de Qui-quadrado (P < 0,05). ..ccceeevviieeiiiieiieeieeeeeeeieee 40

5. Numero médio (= EP) de fémeas de Tibraca limbativentris capturadas por
armadilha do tipo PET, de fémeas observadas e da populagdo total (fémeas +
machos + ninfas) observada nos pontos de amostragem proximos as armadilhas
iscadas com septos de borracha impregnados com quatro misturas de
diastereoisomeros do zingiberenol, combinados 2 a 2 a) Z1 (3§,6S,7R +
3R,6R,7R); b) Z2 (3R,6S,7R + 3S,6R, 7R); c) Z3 (35,6S,7S + 3R,6R,7S) e d) Z4
(3R,6S,7S + 3S,6R,7S). Eldorado do Sul, RS, safras 2013/2014 e 2014/2015.
Letras maitsculas indicam a comparagdo de uma variavel entre os tratamentos
e minusculas o efeito de tratamento para diferentes variaveis pelo método de
diferenga minima significativa (P < 0,05). ...ccoooiiiiiiiiiiiieeeee e 41

6. Numero médio de fémeas, machos e ninfas de Tibraca limbativentris observados
nas inspecdes visuais em lavoura de arroz em Eldorado do Sul, RS, durante as
safras de 2013/2014 € 2014/2015. ...ooveei oo 42



7. Numero médio de fémeas de Tibraca limbativentris capturadas por semana em

armadilhas do tipo PET, iscadas com septos de borracha impregnados com
quatro misturas de diastereoisomeros do zingiberenol, combinados 2 a 2: a) Z1
(35,6S8,7R + 3R,6R,7R); b) Z2 (3R,6S,7R + 3S,6R,7R); c) Z3 (35,6578 +
3R,6R,7S); d) Z4 (3R,6S,7S + 3S,6R,7S) e e) hexano em lavoura de arroz em

Eldorado do Sul, RS, durante as safras de 2013/2014 € 2014/2015. ........ccceeuuu......

Cromatogramas dos extratos de aeracdo de plantas de arroz submetidas a
diferentes tratamentos entre 0 - 24 horas de aeracdo. Tratamentos AJ: acido
jasmonico nas concentragdes 2 mM (A) e 5 mM (B); AS: acido salicilico nas
concentragdes 8§ mM (C) e 16 mM (D); Herbivoria: plantas submetidas a
herbivoria de Tibraca limbativentris (E). Etanol: 1 mL etanol + 200 mL agua
destilada (F); controle: 4gua destilada (G). Os numeros indicam 0s compostos:
1) Heptanal; 2) a-pineno; 3) 1-octen-3-ol; 4) Octanal; 5) 1-hexanol-2-etil; 6)
Limoneno; 7) y-terpineno; 8) Octanol; 9) Linalol; 10) Nonanal; 11) Salicilato
de metila; 12) a-terpineol; 13) Indol; 14) a- bergamoteno; 15) Geranil acetona;
16) B-farneseno; 17) a-curcumeno; 18) B-bisaboleno; 19) B-sesquifelandreno;

20) O-ZINGIDETEIO. «..eveeueieeiiieiie ettt ettt et et e et e sitesteesbee et e e seeesabeesaeeenneesseesnseas

Cromatogramas dos extratos de aera¢do de plantas de arroz submetidas a
diferentes tratamentos entre 24 - 48 horas de aerag¢do. Tratamentos AJ: acido
jasmonico nas concentragdes 2 mM (A) e 5 mM (B); AS: 4cido salicilico nas
concentragdes 8§ mM (C) e 16 mM (D); Herbivoria: plantas submetidas a
herbivoria de Tibraca limbativentris (E). Etanol: 1 mL etanol + 200 mL 4gua
destilada (F); controle: 4gua destilada (G). Os nimeros indicam os compostos
1) Heptanal; 2) a-pineno; 3) 1-octen-3-ol; 4) Octanal; 5) 1-hexanol-2-etil; 6)
Limoneno; 7) y terpineno; 8) Octanol; 9) Linalol; 10) Nonanal; 11) Salicilato
de metila; 12) a-terpineol; 13) indol; 14) a- bergamoteno; 15) Geranil acetona;
16) B-farneseno; 17) a-curcumeno; 18) B-bisaboleno; 19) B-sesquifelandreno;

20) 0-ZINZIDETEIO. ...ttt ettt ettt ettt st sbe e b e b e

10. Primeira escolha (%) de fémeas de Tibraca limbativentris em olfatometro em Y

11.

a plantas de arroz previamente infestadas por fémeas coespecificas (herbivoria)
ou tratadas com d4cido jasmonico (AJ), acido salicilico (AS), em diferentes
concentragdes e controle (etanol). Valores sobre as barras indicam o numero de
insetos responsivos e, entre parénteses, de ndo responsivos. Asterisco indica

diferenca significativa pelo teste de Qui-quadrado (P <0,05). ..cccovvvveviiiniieeninnns

Primeira escolha (%) de fémeas de Telenomus podisi testadas em olfatdmetro
em Y a plantas de arroz previamente infestadas por fémeas de Tibraca
limbativentris (herbivoria) ou tratadas com acido jasmonico (AJ), &cido
salicilico (AS) em diferentes concentragdes ou controle (etanol). Valores sobre
as barras indicam o niumero de insetos responsivos e, entre parénteses, de nao
responsivos. Asterisco indica diferenga significativa pelo teste de Qui-quadrado

(P < 0,05). ovvveeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeee e eeeeeeeesee s ee e eeeeeeeeeeee e s oo s

xi

44

69

70



12.

13.

14.

15.

16.

17.

Tempo médio de residéncia (s) de fémeas de Telenomus podisi testadas em
olfatobmetro em Y em plantas de arroz previamente infestadas por fémeas de
Tibraca limbativentris (herbivoria) ou tratadas com acido jasmoénico (AJ),
acido salicilico (AS) em diferentes concentracdes ou controle (etanol). Valores
sobre as barras indicam o nimero de insetos responsivos e, entre parénteses, de
ndo responsivos. Asterisco indica diferenga significativa pelo teste de Wilcoxon
(P 0,05 ittt et n e e e ne e

Primeira escolha (%) de fémeas de Telenomus podisi testadas em olfatdmetro
em Y a plantas de arroz previamente infestadas por fémeas de Tibraca
limbativentris (herbivoria) ou tratadas com acido jasmoénico (AJ) e acido
salicilico (AS) em diferentes concentragdes. Valores dentro das barras indicam
o numero de insetos responsivos e, entre parénteses, o de insetos nao
responsivos.  Asterisco indica diferenca significativa pelo teste de Qui-
QUAAIado (P<O,05). c.eviieiieeeie ettt ettt e e s e e re e e ereeenes

Tempo médio de residéncia (s) de fémeas de Telenomus podisi testadas em
olfatometro em Y a plantas de arroz previamente infestadas por fémeas de
Tibraca limbativentris (herbivoria) ou tratadas com &cido jasmonico (AJ) e
acido salicilico (AS) em diferentes concentragdes. Valores sobre as barras
indicam o tempo (s) de residéncia e, entre parénteses, o numero de insetos nao
responsivos. Asterisco indica diferenca significativa pelo teste de Wilcoxon (P

Cromatogramas dos extrtos de aeragdo de paniculas de arroz de plantas
aspergidas com etanol (controle) (A), herbivoria por cinco fémeas de Oebalus
pugnax (B), metil jasmonato 2 mM (C). Os niimeros indicam os principais
compostos identificados a partir de padrdes auténticos 1) a-pineno; 2) (+)-3-
careno; 3) B-pineno; 4) 1-hexanol-2-etil; 5) azuleno; 6) salicilato de metila. .........

Cromatogramas dos extratos de aeragdo de paniculas de arroz de plantas
aspergidas com metil jasmonato 5 mM (A), acido salicilico 8 mM (B) e acido
salicilico 16 mM (C). Os nUmeros indicam o0s principais compostos
identificados a partir de padrdes auténticos 1) a-pineno; 2) (+)-3-careno; 3) -
pineno; 4) 1-hexanol-2-etil; 5) azuleno; 6) salicilato de metila..............ccceeennene.

Flutuacdo populacional de Oebalus pugnax em parcelas de arroz irrigado em
pré aplicagdo e apo6s o tratamento com fitormonios em quatro estadios
reprodutivos. MeJa (metil jasmonato); AS (&cido salicilico) e mM (milimolar).
Crowley, LA, 2015, ..ottt et e e e e e et e e eaae e enaeesneeenns

xii

70

71

92

97



1. CAPITULO I. INTRODUCAO



1.1 INTRODUCAO GERAL

O arroz (Oryza sativa L.) ¢ um dos cereais mais importantes do mundo, tanto em
participacdo econdmica quanto na alimentacdo humana. Um dos principais problemas
fitossanitarios diretamente relacionados a perda de produtividade da cultura ¢ o ataque de
pragas, em especial, dos percevejos. A espécie Tibraca limbativentris Stil, 1860
(Hemiptera: Pentatomidae) ¢ um importante herbivoro da cultura na América do Sul e
Central, enquanto Oebalus pugnax Fabricius, 1775 (Hemiptera: Pentatomidae) se destaca
na América do Norte. O controle destas espécies ¢ tradicionalmente feito com o uso de
inseticidas quimicos, muitas vezes de forma excessiva, o que pode levar a consequéncias
indesejadas como o surgimento de pragas secunddrias, resisténcia de insetos aos
ingredientes ativos e morte de inimigos naturais, entre outros.

Ecologia quimica ¢ ciéncia que estuda as interagdes mediadas por compostos
quimicos entre os seres vivos e vem trazendo novas alternativas para a defesa
fitossanitaria na agricultura. A utilizagdo de feromonio sexual sintético para o
monitoramento de pragas ja ¢ uma realidade em diversos sistemas, mas ainda
indisponivel para os percevejos do arroz. O método atualmente recomendado para
monitora-los nesta cultura é com rede de varredura, exigindo que o produtor caminhe
periodicamente por todos os talhdes da lavoura, o que demanda tempo e esfor¢o. Desta
forma, o desenvolvimento de iscas contendo feromonio sexual sintético destas espécies
pode facilitar esta amostragem, dando maior precisdo na detec¢do da praga e evitando

intervengdes desnecessarias.



Assim como os insetos, as plantas também produzem substincias quimicas que
modulam as interagcdes com outras espécies. Algumas substidncias agem na defesa,
repelindo herbivoros e atraindo inimigos naturais, ¢ a producdo pode ser ativada com a
utilizacdo de fitormonios. Estes mecanismos, se melhor estudados, podem auxiliar na
redu¢do do uso de agrotoxicos, aumentando a sustentabilidade dos sistemas de producao.

Neste sentido, este trabalho objetivou estudar a ecologia quimica de
pentatomideos e parasitoides importantes na cultura do arroz, com énfase na utilizacao de
feromonio sexual sintético para monitoramento populacional de 7. limbativentris ¢ na
inducdo de resisténcia de plantas de arroz a percevejos. Os objetivos especificos foram: a)
avaliar a influéncia de diferentes isdmeros do feromodnio sexual sintético, zingiberenol, na
atracdo de fémeas de 7. limbativentris em lavouras de arroz; b) avaliar em olfatdmetro o
efeito de diferentes estereoisdmeros do zingiberenol sobre a atividade quimiotaxica de
fémeas de 7. limbativentris; c) avaliar como os compostos volateis de defesa do arroz
tratado com 4cido jasmonico ou acido salicilico influenciam o comportamento de busca
de fémeas de T. limbativentris e de Telenomus podisi Ashmead, 1893 (Hymenoptera:
Scelionidae) em laboratdrio; d) avaliar o efeito dos compostos volateis de defesa do arroz
tratado com metil jasmonato ou é4cido salicilico sobre o desenvolvimento de O. pugnax
em casa de vegetacdo; f) registrar, em parcelas de campo, o efeito da aplicacdo de metil

jasmonato e acido salicilico, na ocorréncia de O. pugnax.



1.2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.2.1 Cultura do arroz
O arroz ¢ o segundo cereal mais cultivado no mundo e uma das culturas mais importantes
para a alimentacdo humana. Compde a base da dieta de mais da metade da populacio
mundial, principalmente nos paises em desenvolvimento. No mundo, mais de 3,5 bilhdes
de pessoas obtém do arroz cerca de 20% das calorias consumidas diariamente (Seck et
al.,2012).

Na safra 2015/2016, o Brasil produziu 10,602 milhdes de toneladas de arroz. O
Rio Grande do Sul se destaca como maior produtor nacional, sendo responsavel por
aproximadamente de 70% do total produzido, seguido por Santa Catarina, com producdo
de 9% (CONAB, 2016).

Como todas as culturas agricolas, o arroz tem o potencial de producdo reduzido
pela interferéncia de fatores bidticos como plantas invasoras, insetos herbivoros e
microrganismos patogénicos (Savary et al., 2012). Em levantamento feito em 19 regides
produtoras do cereal, distribuida nos cinco continentes, Oerke (2006) concluiu que a
reducdo de produtividade devido ao ataque de insetos é, em média, de 15%, com
potencial de redugao de até 24%.

No Brasil, as perdas de produtividades por insetos e outros fitofagos que
consomem arroz foram citadas entre 10 e 35% (Martins et al., 2004). Dentre as principais

pragas, destaca-se o percevejo-do-colmo 7. limbativentris, tanto no sistema de producao



em terras baixas, irrigado por inundagdo, como de terras altas, também conhecido por
sequeiro (Ferreira et al., 1997).

Nas regides arrozeiras da América Central, Caribe ¢ América do Norte, O. pugnax
¢ uma importante espécie praga que suga os graos, desde a fase da antese até a
maturacao, causando perdas quantitativas e qualitativas na cultura (Pantoja et al., 1995).

1.2.2 Percevejo-do-colmo na cultura do arroz

O percevejo-do-colmo ¢ considerado uma praga importante na producao de arroz
do Brasil, Argentina, Coldmbia, Peru, Equador, Reptblica Dominicana e Venezuela
(Pantoja et al., 2007). No Brasil, esta espécie ¢ uma das mais prejudiciais a cultura e pode
atacar plantas desde o inicio da fase vegetativa até a fase de enchimento de graos
(SOSBAL 2016).

Segundo Silva et al. (2004), sob condigdes controladas (temperatura em 26 + 1°C;
umidade relativa do ar de 60 £ 10% e fotofase de 14 horas) a duragdo total do ciclo de
vida de 7. limbativentris ¢ de 62,5 = 7 dias; o periodo de ovo dura 6,9 £ 1,2 dias com
viabilidade de 89,8%. A fase ninfal tem duracao média, em dias, de 5,5; 7,2; 10,4; 15,4,
19,8 para o primeiro ao quinto instar, respectivamente. De acordo com os autores, a
duragdo de cada periodo pode variar em funcdo das condi¢des ambientais, especialmente
a temperatura. Os machos atingem a maturidade sexual aos 11 e as fémeas aos 14 dias.

Entre os meses de margo e setembro, no estado do Rio Grande do Sul, o percevejo
encontra-se em diapausa imaginal, hibernando em plantas de capim rabo-de-burro
Andropogon bicornis L. (Poaceae) as margens das lavouras de arroz. Migram para as
lavouras a partir do inicio de outubro, deixando completamente os sitios de hibernagao
até o més de janeiro (Klein et al., 2012).

Quando o ataque ocorre durante o desenvolvimento vegetativo, a folha central
morre, sintoma chamado de “coracdo morto”. Quando ocorre na fase reprodutiva do

arroz, o sintoma ¢ a emissao de panicula branca, dada pela esterilidade total (ou em alta
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porcentagem) de espiguetas. Se as infestagdes ocorrem no final da fase reprodutiva e
inicio da fase de matura¢do, as perdas sdo maiores em termos qualitativos do que
quantitativos, uma vez que ha aumento no niumero de graos quebrados e gessados (Costa
& Link,1992a).

E dificil constatar a ocorréncia do inseto na lavoura, devido ao habito de ficar
abrigado entre os colmos, proximo ao solo, comportamento considerado caracteristico da
espécie durante a alimentacao (Ferreira et al., 1997). Nas horas mais quentes do dia, os
percevejos encontram-se na parte superior das plantas, caindo facilmente com o
movimento da vegetacdo, fato que também dificulta a sua visualizagdo (Link et al.,
2005).

Outro aspecto que dificulta a constatagdo da ocorréncia € o monitoramento do
inseto ¢ a distribuicdo espacial, estudada por diversos autores, mas sem consenso.
Segundo Costa & Link (1992b), a distribuicdo espacial na lavoura durante a fase
vegetativa ¢ aleatdria, mas com a aproximacao da fase reprodutiva, passam a apresentar
distribuicdo agregada. J& Silva et al. (2011) concluiram que ninfas e adultos tém
distribuicdo agregada tanto na lavoura de arroz, durante o periodo de cultivo, quanto na
resteva ou “soca” da lavoura, durante seu periodo hibernal. Alves (2012), por sua vez,
concluiu que adultos e ninfas ndo ocupam os mesmos locais e que raramente apresentam
padrdo agregado. Pazini et al. (2015) afirmam que os insetos possuem forte dependéncia
espacial, de forma que os agregados sdo muito préximos em uma lavoura.

Diversos trabalhos j& foram desenvolvidos com o objetivo de controlar e/ou
manejar o percevejo-do-colmo na cultura do arroz (Silva et al., 2013; Panato ef al., 2013;
Quintela et al., 2013). O controle quimico ainda ¢ o método mais utilizado,
principalmente pela praticidade e baixo custo dos produtos utilizados por via aérea

(Martins et al., 2009). Entretanto, frequentemente as pulverizacdes ndo matam ninfas e
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adultos na base dos colmos, de forma que, muitas vezes, apenas oneram a producao e
causam desequilibrio ambiental (Alves, 2012).

O manejo de pragas requer praticas que possam controlar as populagdes reduzindo
ao minimo os riscos ao ambiente e a satde humana. O controle biologico, com o fungo
entomopatogénico Metarhizium anisopliae Metchnikoff (Rampelotti-Ferreira et al., 2007,
Quintela et al., 2013), parasitoides de ovos (Idalgo et al., 2013; Tognon et al., 2013) e
demais inimigos naturais da praga (Farias et al., 2012) sdo alternativas cada vez mais
estudadas. A utilizacdo de variedades resistentes ainda nao ¢ uma realidade, existindo
apenas estudos incipientes (Souza et al., 2008; 2009).

1.2.3 Percevejo-do-grao na cultura do arroz

Duas espécies de percevejo atacam os graos na fase leitosa da cultura do arroz. Na
América do Sul e América Central, Oebalus poecilus Dallas, 1851 (Hemiptera:
Pentatomidae) ¢ a de maior importancia; ja nas lavouras de arroz na regido sul dos
Estados Unidos, o percevejo-do-grio O. pugnax é a que mais se destaca. E uma espécie
polifaga, que durante o inverno hiberna na forma adulta em areas de gramineas e matas
espontaneas. Quando as paniculas de arroz sdo emitidas, procuram as lavouras e passam a
se alimentar dos grdos, causando redu¢do de produtividade (McPherson & McPherson,
2000).

A fase de ovo dura de 5 a 6 dias. O periodo ninfal passa por cinco instares e varia
de 49, 35, 28 e 23 dias, nas temperaturas de 21, 24, 27 e 30 °C, respectivamente. Machos
vivem em média 43 dias e fémeas, 68 (Naresh & Smith, 1983). Apenas uma geracdo se
desenvolve sobre o arroz durante o cultivo principal, em fun¢do do curto tempo entre o
florescimento e a matura¢do de graos (aproximadamente 30 dias). Entretanto, uma ou
mais podem se desenvolver durante o cultivo da soca, que costuma ser de maturacdo

desuniforme (Way & Bowling, 1991).
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Durante a alimentagdo, o percevejo pode remover completamente o conteudo dos
graos, tornando-os graos vazios, ou parcialmente, deixando-os deformados, atrofiados e
com menor massa (Swanson & Newsom, 1962). Além disso, devido a introducao de
microrganismos durante a alimentacdo, O. pugnax causa a descoloragdo dos graos,
conhecidos por graos manchados e picados, podendo também aumentar a porcentagem de
quebra durante o beneficiamento (Espino et al., 2007).

E durante as duas primeiras semanas apds a antese que o arroz é mais suscetivel
ao percevejo-do-grao. Em um estudo sobre a avaliagdo do dano, o niimero de espiguetas
vazias foi maior quando a infestacdo ocorreu no inicio do estddio de grao leitoso, até oito
dias apos a antese; o peso médio de espiguetas foi maior na medida em que o inicio da
infestacdo foi atrasado e o nimero médio de graos manchados e picados foi maior quando
a infestacdo ocorreu entre 13 e 17 dias apos a antese (Patel ez al., 2006).

Pouco esfor¢o foi destinado ao desenvolvimento de estratégias de controle que
ndo sejam baseadas em inseticidas, por varias razdes; o curto periodo de suscetibilidade
do arroz (aproximadamente 30 dias entre o florescimento e a colheita), a alta mobilidade
do inseto e o baixo custo do controle quimico (Patel ef al., 2006).

1.2.4 Comunicaciao quimica

Insetos exercem suas relagdes ecoldgicas com o ambiente € com outros
organismos de varias maneiras, sendo uma das mais importantes a comunicag¢ao por meio
de compostos quimicos (semioquimicos), os quais atuam como gatilhos fisioldgicos de
reagdes comportamentais especificas. E através da percepgio e emissdo destes sinais que
os insetos encontram parceiros para acasalamento, alimento, escolhem local de
oviposi¢cdo, se defendem contra predadores e organizam suas comunidades. Os
semioquimicos sdo classificados como feromdnios quando mediam a comunicagdo
intraespecifica, e aleloquimicos, quando atuam nas interagdes interespecificas (Zarbin et

al., 2009).
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1.2.4.1 Feromonios - Insetos reconhecem diferentes tipos de feromodnios que
produzem variadas respostas comportamentais. Os mais estudados sdo o sexual, de
agregacdo, de alarme e de trilha (Jurenka, 2004). Podem ser utilizados no manejo de
insetos de trés formas: 1) detec¢dao de insetos € monitoramento da populagdo; 2) coleta
massal e 3) confusdo sexual ou disrup¢ao do acasalamento (Witzgall et al., 2010). Esta
ultima tem sido a técnica mais comum de uso de semioquimicos para controle de
populacdo de insetos (Witzgall et al., 2008).

Tibraca limbativentris teve o feromoOnio sexual identificado por Borges et al.
(2006). Os autores constataram a presenga de dois isdmeros de um sesquiterpeno como
compostos especificos de machos, denominados zingiberenol. Como zingiberenol possui
trés centros quirais, existem oito isomeros, ou seja, quatro pares de diastereoisdmeros. A
sintese ndo seletiva desses compostos produziu dois grupos de isdmeros, o 1’R,
constituido dos diastereoisdmeros (3R, 6R, 7R) (3S, 6R, 7R) (3R, 6S, 7R) (35, 6S, 7TR) e o
1’S, constituido dos diastereoisdomeros (3R, 6R, 75) (3R, 6S, 75) (3S, 6R, 75) (35, 6S, 75)

(Figura 1).

mistura de
cis-1sOmeros

mistura de
cis-iIsomeros

35.65.7R

H

mistura de
frans-isomeros

mistura de
trans-isomeros Ho™

3R.6S5.78 3S5.6R,7S 3R.6S8.7R 3S.6R.7R

Figura 1. Oito diasteroisomeros possiveis da molécula zingiberenol (Borges et al., 2006)

Bioensaios de olfatometria realizados em condi¢des controladas evidenciaram que

ambos 0s compostos sdo atrativos as fémeas, porém houve uma resposta maior para 1’ S
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zingiberenol. Contudo, a configuragao absoluta dos componentes produzidos pelo inseto
ainda nao foi elucidada (Borges et al., 2006; Machado, 2015).

Recentemente, (1R, 4R, 1’S)-zingiberenol foi identificado como o feromdnio
sexual de O. poecilus, liberado também pelos machos. Ensaios de olfatometria
confirmaram a atratividade de fémeas para este isomero e a mistura racémica (Oliveira et
al., 2013). Outras espécies de Pentatomidaec que tiveram seu feromodnio sexual
identificado foram: Podisus maculiventris Say, 1832 (Aldrich et al., 1984; Borges &
Aldrich, 2001), Nezara viridula L., 1758 (Baker et al., 1987; Aldrich, 1987), Euschistus
heros Fabricius, 1794 (Borges et al., 1998), Piezodorus guildinii Westwood, 1837
(Zarbin et al., 2000; Borges et al., 2007), Acrosternum aseadum Rolston, 1983 (Aldrich
et al., 1984), Thyanta perditor Fabricius, 1794 (Moraes et al., 2005a), Chinavia ubica
Rolston, 1983 e Chinavia impicticornis Stal, 1872 (Blassioli-Moraes et al., 2012) e
Edessa meditabunda Fabricius, 1794 (Zarbin et al., 2012).

1.2.4.2 Aleloquimicos - Semioquimicos que medeiam a comunica¢do entre
individuos de espécies diferentes sdo chamados de aleloquimicos e, segundo Dicke &
Sabelis (1988), podem ser classificados em: cairomonios, que beneficiam o receptor do
sinal, em detrimento do emissor; alomonios, que beneficiam o emissor, em detrimento do
receptor; e sinomonios, que beneficiam os dois organismos. Plantas que sofreram
herbivoria sintetizam e emitem aleloquimicos que podem deter a alimentacdo e
oviposicao da espécie fitofaga, atrair seus predadores e parasitoides e sinalizar as plantas
vizinhas a iminente herbivoria (Arimura et al., 2000; Howe & Jander, 2008).

A atracdo de parasitoides por volateis de plantas que sofreram herbivoria ¢ um
fendmeno bem estudado em algumas espécies. Os parasitoides associam o odor emitido
pelas plantas com a presenga de seus hospedeiros, o que promove o efeito de defesa
indireta da planta emissora (Kessler & Baldwin, 2001; Dicke & Hilker, 2003; Yuan et al.,

2008; Conti et al., 2010).
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1.2.5 Defesa das plantas

Durante o processo coevolutivo com os insetos, as plantas desenvolveram uma
ampla gama de mecanismos de defesa para conter o ataque dos herbivoros, sendo estas
categorizadas como constitutivas (pré-formadas) e induzidas. As defesas constitutivas sao
barreiras quimicas e/ou fisicas que as plantas possuem mesmo sem estarem expostas ao
ataque de herbivoros, enquanto as induzidas sdo ativadas apds o ataque de insetos
(Karban & Baldwin, 1997). Tanto as defesas constitutivas como as induzidas podem ter
acdo direta ou indireta sobre herbivoro (Karban & Chen, 2007).

Defesa direta das plantas € o conjunto de caracteristicas que afeta negativamente a
fisiologia ou o comportamento de insetos herbivoros (Dicke & Baldwin, 2010). E
manifestada através da protecao mecanica, por ceras, pélos, tricomas e espessamento das
folhas, ou quimica, pelas substancias produzidas pelo metabolismo secundario vegetal,
que impedem ou retardam o desenvolvimento dos insetos (como terpenoides, alcaloides,
antocianinas, fendis e quinonas) (War et al., 2012). Atua sobre a preferéncia,
sobrevivéncia ou sucesso reprodutivo do inseto na planta (Smith & Boyka, 2006; War et
al.,2012).

Defesas indiretas sdo definidas por Dicke & Baldwin (2010) como o conjunto de
caracteristicas que aumenta a eficiéncia de inimigos naturais de insetos, como a emissao
de volateis induzidos pelo ataque de herbivoros. Em algumas espécies, a producdo de
maior volume de néctar floral ¢ uma estratégia para aumentar a atracdo de parasitoides e
predadores (War et al., 2012). A maioria das estratégias, entretanto, ¢ baseada na emissao
de compostos volateis produzidos pelo metabolismo secundario vegetal (Yuan et al.,
2008; War et al., 2012; Chen et al., 2013).

1.2.5.1 Defesas constitutivas - Em arroz, a composicdo da camada de cera
superficial ¢ apontada como uma estratégia de defesa fisica constitutiva de acdo direta

contra insetos (Chen ef al., 2013). Ao estudar o efeito do silicio nesta camada superficial,
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Nakata er al. (2008) demonstraram que o dano pela lagarta-enroladora-da-folha
Cnaphalocrocis medinalis Guenée, 1854 (Lepidoptera: Pyralidae) e pela lagarta-verde-
do-arroz Naranga aenescens Moore, 1881 (Lepidoptera: Noctuidae) foi maior em folhas
do mutante low silicon rice 1 em relagao as cultivares selvagens, com acimulo normal do
mineral. Outros componentes da cera também servem como repelentes a insetos; em
cultivares asiaticas de arroz, a cigarrinha-marrom Nilaparvata lugens Stél, 1854
(Hemiptera: Delphacidae) preferiu alimentar-se da cultivar IR46, que acumula menor
quantidade de carbonila na camada superficial (Woodhead & Padgham, 1988).

1.2.5.2 Defesas induzidas - Defesas induzidas das plantas podem ser
influenciadas por diversos fatores, tais como a espécie do herbivoro que realiza a injuria,
a presenga de diferentes espécies fitéfagas em uma mesma planta, o habito alimentar do
inseto (mastigador ou sugador) e o estadio fisiologico e espécie de hospedeiro (Dicke &
Hilker, 2003; Fatouros et al., 2005; Moraes et al., 2005b; Chen, 2008).

A produgdo de defesas induzidas consiste de trés passos: percepg¢do, transducdo e
producdo (Ferry et al., 2004). Na primeira etapa, as plantas reconhecem o ataque dos
insetos através de sinais especificos, como indutores presentes nas glandulas salivares.
Esses sinais ativam uma série de rotas quimicas que fazem parte do metabolismo
secundario de plantas (transdugdo), levando a produgdo de compostos que estdo
relacionados, principalmente, a interagdes bi e tritroficas. As defesas induzidas sdo mais
vantajosas para as plantas, uma vez que a sua ativagdo tem um custo energético menor do
que o acumulo de caracteristicas de defesa constitutivas (Karban et al., 1997; Baldwin,
1998).

Duas rotas metabdlicas tém recebido atengdo particular. A primeira rota envolve o
composto fendlico 4cido salicilico, o qual ¢, geralmente, associado com o ataque de
patoégenos do tipo biotroficos e de artropodos fitossuccivoros (Durrant & Dong, 2004;

Thatcher et al., 2005). A segunda rota ¢ mediada pelo acido jasmodnico e outras oxilipinas
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e tem sido associada ao ataque de herbivoros mastigadores e patdogenos necrotroficos
(Turner et al., 2002; Gfeller & Farmer, 2004).

Dependendo do habito alimentar e da quantidade de tecido danificado no local da
alimentacdo, a planta responde com a ativacao de uma determinada rota (Walling, 2000).
Insetos mastigadores, como lagartas, causam extensiva ruptura celular, o que tem grande
importancia na percep¢ao da planta. Perfis de transcricao induzidos pela alimentacao de
lagartas mostram sobreposi¢cdo nos perfis envolvidos em danos mecanicos (Reymond et
al., 2000). De forma contraria, insetos sugadores rompem pequena area de tecido da
planta e chegam ao floema de forma intercelular, minimizando a area de dano mecénico
(Thompson & Goggin, 2006). Hormonios vegetais desempenham papel fundamental na
ativagdo dos mecanismos de defesa e a maioria das respostas a herbivoria sdo ativadas
por sinais mediados pelo acido jasmonico e 4cido salicilico (Gill ef al., 2010; Shivaji et
al., 2010).

Uma vez que a defesa das plantas ¢ ativada pelo ataque de insetos, a aptiddo
desenvolvida permanece beneficiando a planta em ataques subsequentes (Anderson et al.,
2005; Agrawal, 2011). Em duas cultivares americanas de arroz, Jackson e Rosemont, a
herbivoria por larvas de Spodoptera frugiperda Smith, 1797 (Lepidoptera: Noctuidae) no
desenvolvimento inicial tornou as plantas mais resistentes ao ataque posterior de
Lissorhoptrus oryzophilus Kuschel, 1951 (Coleoptera: Curculionidae) (Hamm et al.,
2010). O ntimero de larvas de 1° instar de L. oryzophilus foi reduzido em mais de 50%
para as duas cultivares, e na cultivar Jackson, o nimero de ovos por planta diminuiu, em
média, de quatro para menos de dois.

Stout et al. (2009) também comprovaram o efeito sist€émico da inducdo de defesa
direta na planta de arroz. Em experimento conduzido em gaiolas, plantas com trés folhas
foram submetidas a alimentacdo de lagartas de S. frugiperda até a remog¢ao de 80% da

area foliar. Apos 11 a 14 dias, a 4* e 5% folha das plantas previamente danificadas e do
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tratamento controle foram removidas e fornecidas para a alimentacao de lagartas. A taxa
de crescimento relativo das lagartas alimentadas com as folhas de plantas previamente
danificadas foi 0,22 g/dia, menor do que as alimentadas com folhas do tratamento
controle, que foi de 0,53 g/dia.

Defesas induzidas indiretas em arroz foram estudadas na interagdo da planta com
a cigarrinha-marrom N. lugens e seu inimigo natural Anagrus nilaparvatae Pang et
Wang, 1985 (Hymenoptera: Mymaridae), um parasitoide de ovos (Lou et al., 2005a;
2006). Em experimentos de olfatometria, as fémeas do parasitoide foram atraidas por
plantas durante a alimentacdo de fémeas e ninfas da cigarrinha e também por plantas
previamente infestadas, mas sem o inseto. Os volateis responsaveis pela atracdo foram
liberados ndo apenas pela folha atacada pelos herbivoros, mas por folhas mais jovens e
mais velhas (Lou et al., 2005a). Em um estudo comparando seis cultivares de arroz de
importancia na Asia, Lou ef al. (2006), concluiram que existe diferenca na composi¢io
dos volateis, e que algumas cultivares podem ser mais atrativas ao parasitoide.

Posturas tratadas com o extrato de plantas de arroz atacadas por Scirpophaga
incertulas Walker, 1863 (Lepidoptera: Pyralidae) atrairam mais o parasitoide de ovos
Trichogramma japonicum Ashmead ,1904 (Hymenoptera: Trichogrammatidae) do que
posturas tratadas com extratos de plantas ndo injuriadas pelo herbivoro. A anélise dos
extratos, em cromatografia gasosa, mostrou diferengas quantitativas e qualitativas na
composicdo, evidenciando a presenga de um sinomonio que serve como pista quimica
para o parasitoide (Usha Rani & Sandhyarani, 2012).

A atratividade de extratos de plantas de arroz atacadas por lagarta-da-folha S.
frugiperda sobre o parasitoide Cotesia marginiventris Cresson, 1865 (Hymenoptera:
Braconidae) foi estudada em olfatometro de dupla escolha. Os autores observaram que

89,7% das fémeas do parasitoide escolheram o extrato de plantas atacadas. Essas
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emitiram 28 compostos a mais do que as plantas controle, sendo o sesquiterpeno
zingibereno foi o mais abundante (Yuan et al., 2008).

1.2.5.3 Metabdlitos secundarios de vegetais - Metabolismo secundario ¢ o
conjunto de rotas metabodlicas que produz compostos nao ligados aos processos essenciais
para crescimento e desenvolvimento da planta, como fotossintese, respiragdo, transporte
de solutos, etc. Estas rotas metabdlicas produzem compostos ligados a defesa das plantas
em situagdes de estresse, tanto bidtico quanto abidtico. Temperaturas extremas, excesso
de radiacdo UV, compostos toxicos no solo e na agua sdo exemplos de estresses abioticos
que desencadeiam a producao destas substancias (Chen et al., 2013).

Entretanto, a principal fun¢ao dos metabolitos secundarios ¢ a producao de
compostos para defesa quimica contra patéogenos e herbivoros. Estudos sobre os
mecanismos de producdo destes compostos mostram que estes podem ser desencadeados
por indutores especificos dos herbivoros, que ativam rotas de sinaliza¢dao e desencadeiam
a atividade de genes relacionados a defesa das plantas (Kessler & Baldwin, 2001).
Conjugados de acidos graxos e aminoacidos sdo os grupos de indutores mais conhecidos
na saliva de insetos mastigadores. A volicitina foi o primeiro indutor identificado, em
Spodoptera exigua Hubner, 1808 (Lepidoptera: Noctuidae) e seu efeito na rota do 4cido
jasmonico ja foi comprovado. Os indutores de insetos sugadores, por sua vez, ainda nao
foram elucidados (Wu & Baldwin, 2010).

1.2.5.3.1 Acido jasménico - A rota de producio do 4cido jasmonico foi elucidada
nos anos 80 (Vick & Zimmerman, 1983; 1984; 1986). Este ¢ produzido a partir do 4cido
linolénico, que ¢ oxigenado por uma lipoxigenase (LOX) para produzir o 4cido (13) —
hidroperéxido-octadecatrienodico (13-HPOT) nos cloroplastos. O 13-HPOT ¢ convertido a
uma ciclopentanona, o acido oxo-fitodienoico, por atividade da aleno 6xido sintase. Estas
ciclopentanonas deixam o cloroplasto e funcionam como moléculas sinalizadoras no

citosol ou se convertem a oxo-pentenil-ciclopentanos (OPC), que também podem agir
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como moléculas sinalizadoras no citosol. O OPC ¢ metabolizado nos peroxissomos, nos
quais ocorre a redugdo e P-oxidacdo com formagao de acido jasmoénico. Este deixa o
peroxissomo e pode ser metilado no citosol para formar metil jasmonato, podendo agir
como moléculas sinalizadoras no citosol, ativar a transcri¢do de genes relacionados a
defesa no nucleo ou serem inativados.

Estudos realizados em campo e em laboratorio comprovam a fung¢do que
jasmonatos tém na defesa de plantas contra herbivoros. (Tao et al., 2003; Demkura et al.,
2010; Qiu et al., 2012). Kessler et al. (2004) transformaram plantas de fumo (Nicotiana
attenuata Torr. Ex Watson), silenciando trés genes envolvidos na rota de producdo de
jasmonatos e concluiram que estas linhagens tiveram menor producdo de metabdlitos
secundarios ¢ menor resisténcia ao ataque de larvas de Manduca sexta L., 1763
(Lepidoptera: Sphingidae). As larvas alimentadas em linhagens transformadas foram
mais pesadas que as alimentadas na planta controle e a desfolha em uma das linhagens
modificadas foi de 8%, enquanto que na planta controle foi de 1%. Estudos com
microarranjo de DNA mostram que, em varias espécies vegetais, a rota dos jasmonatos
tem papel dominante na regulagdo da expressdo de genes em resposta a danos mecanicos
ou a herbivoria (Ralph et al., 2006a, 2006b).

Recentemente, a aplicagdo exogena de jasmonatos vem sendo vista como
alternativa para aumentar a defesa induzida de plantas contra insetos herbivoros. Em
plantas de tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill), a aplicacdo de jasmonatos
aumentou a atividade de enzimas inibidoras de proteases, polifenol oxidades,
lipoxigenase oxidativas (LOX) e peroxidases, ndo apenas nas folhas aspergidas, mas
também em folhas adjacentes (Thaler et al., 1996). Segundo os autores, o mesmo foi
constatado quando o tomateiro foi exposto a herbivoria por larvas de Helicoverpa zea
Boddie, 1850 (Lepidoptera: Noctuidae), sendo que larvas alimentadas em plantas tratadas

com jasmonato tiveram menor desenvolvimento que as que se alimentaram em tomateiros
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nao tratados. Em experimentos em laboratério, plantas de N. attenuata com genes da rota
de producdo de jasmonatos silenciados tiveram a defesa contra herbivoros recuperada
quando receberam aplicagdo exdgena do composto (Halitschke et al., 2004).

No arroz, a aplicacdo exdgena de jasmonatos tem se mostrado como alternativa
eficiente para aumentar a resisténcia a insetos. Senthil-Nathan ez al. (2009) avaliaram a
biologia e o desenvolvimento de cigarrinhas N. /ugens em plantas tratadas com acido
jasmonico e concluiram que seis dias ap6s a aplicacdo dos tratamentos, a sobrevivéncia
de ninfas em plantas tratadas com 2,5 mM de 4cido jasmonico caiu de 85 para 55%, e em
plantas tratadas com 5 mM diminuiu para menos de 15%. Em adultos, aos 12 dias ap0s a
aplica¢do dos tratamentos, a sobrevivéncia foi reduzida de 60 para 20% no tratamento 2,5
mM de 4cido jasmdnico e para menos de 5% no tratamento SmM. A eclosdo de ninfas da
cigarrinha também foi afetada, diminuindo de 80% no controle para 67% no tratamento 5
mM. Segundo os autores, houve deformidades nos insetos que se desenvolveram em
plantas tratadas com este indutor.

Stout et al. (2009) submeteram cinco cultivares americanas de arroz ao tratamento
com uma solu¢do 2mM de 4cido jasmonico e expuseram os mesmos a lagartas de S.
frugiperda. Os resultados deste estudo evidenciaram uma redu¢do média de 19,2% na
taxa de crescimento destes insetos em relacdo aos que se alimentaram nas plantas
controle. O estudo desenvolvido por Hamm et al. (2010) mostrou que a aplicacdo de
acido jasmonico, assim como a herbivoria por S. frugiperda, induziu a defesa de plantas,
diminuindo a oviposi¢ao de L. oryzophilus.

Acido jasmonico também é um importante sinalizador na ativacio das defesas
indiretas da planta (Howe & Jander, 2008; Hare, 2011). Plantas de arroz pulverizadas
com solucio 1 e 10 mM do fitormonio foram mais atrativas ao parasitoide A.
nilaparvatae que plantas controle em olfatometria. Em campo e em casa de vegetacao, a

taxa de parasitismo de ovos de N. lugens em plantas tratadas foi superior as de plantas



18
nao tratadas (Lou et al., 2005b). Em cromatografia gasosa, dos 15 compostos
identificados, 12 foram liberados em quantidade superior no tratamento 10 mM de acido
jasmonico em relagdo ao tratamento controle.

1.2.5.3.2 Acido salicilico - O 4cido salicilico ¢ um composto fenélico presente no
metabolismo de ampla gama de espécies vegetais. Este hormonio participa em diversos
processos no metabolismo vegetal, como germinagdo, fotossintese, respiracao,
crescimento e florescimento (Raskin, 1992). A funcdo mais estudada é seu papel na
producdo de respostas locais e sistémicas contra agentes patogénicos mas, recentemente,
foi observado que este composto ¢ importante sinal regulatorio a estresses abidticos
também, como o hidrico, contaminagdo por metais pesados, calor e estresses osmoticos
(Vicente & Plasencia, 2011).

O nivel basal de 4acido salicilico varia muito entre espécies vegetais. Em
Arabidopsis (Arabidopsis thaliana Thale Cress), a concentracdo de acido salicilico ¢
menor do que 100 ng g”!, enquanto que em arroz a concentracio ¢ de 5.000 a 30.000 ng g
! em peso fresco. Apos a infecgdo por patdogeno ou a percep¢io de algum estresse, o nivel
de 4cido salicilico e seus conjugados aumentam significativamente (Yang et al., 2004).

Segundo Kaloshian & Walling (2005), as respostas das plantas a alimentagao de
hemipteros sdo sobrepostas as respostas ao ataque de patdgenos, comprovadas por
analises de conformacao de RNA e emissdao de volateis. A forma mais estudada de
resisténcia a patdogenos € a reacdo de hipersensibilidade, uma forma de morte de células
programada (Laloi et al., 2004). Como os hemipteros alimentam-se nos tecidos
vasculares e inserem seu aparelho bucal entre as células, causando pequeno dano ao
tecido, as plantas ndo ativam as mesmas respostas que ao dano mecanico, mas reagem
com respostas tipicas ao ataque por patogenos (Gatehouse, 2002).

Para investigar se insetos sugadores ativam as mesmas defesas que mastigadores

na planta de arroz, Zhou et al. (2009) silenciaram o gene OsHi-LOX, envolvido na rota de
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producao de acido jasmoénico. A linhagem silenciada, as-LOX e a linhagem selvagem,
WT, foram submetidas a alimentacao de larvas de Chilo suppressalis Walker, 1863
(Lepidoptera: Pyralidae), de C. medinalis e de fémeas gravidas da cigarrinha-marrom N.
lugens. As larvas de lepidopteros tiveram maior desenvolvimento na linhagem as-LOJX,
mostrando que a inibicdo da rota do dacido jasmoOnico diminui a resisténcia a
mastigadores. Entretanto, as plantas as-LOX foram mais resistentes ao ataque da
cigarrinha; as fémeas foram observadas alimentando-se com mais frequéncia e por mais
tempo nas plantas selvagens, onde também realizaram mais posturas e producdo de
honeydew, ja as ninfas tiveram maior taxa de sobrevivéncia na linhagem WT. Além dos
parametros medidos nos insetos, os autores observaram que nas plantas as-LOJX, sete dias
apos a alimentagdo das cigarrinhas, as puncturas haviam evoluido para grandes manchas
de tecido morto, enquanto as plantas WT apresentavam pequenas manchas marrons. Esta
semelhanca a resposta de RH sugere que a infestacdo da cigarrinha-marrom resulta em
morte programada de células pelas plantas as-LOX. Estas tiveram maior concentracao de
acido salicilico nos tecidos apds a infestagcdo do hemiptero. Os possiveis fatores que
aumentaram a resisténcia a insetos sugadores em plantas deficientes em jasmonatos sdo o
aumento da producdo de acido salicilico ou perdxido de hidrogénio (H207), morte
programada de células ou combinagao dos dois fatores.

Outro estudo realizado em arroz mostra que infestacdo prévia por Sogatella
furcifera Horvéath, 1899 (Hemiptera: Delphacidae) induziu a resisténcia ao fungo
causador da brusone, Magnaporthe oryza B.Couch (Kanno et al., 2012). Os autores
sugerem que o aumento da concentracdo de acido salicilico no tecido das plantas pode
estar relacionado a herbivoria do hemiptero, induzindo a resisténcia ao fungo. Em
arabidopsis, a senescéncia da folha, modulada pelo gene regulado pelo acido salicilico
PHYTOALEXIN DEFICIENT4, foi correlacionada com o aumento da resisténcia ao

afideo Myzus persicae Sulzer, 1776 (Hemiptera: Aphididae) (Pegadaraju et al., 2005).
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Plantas de amendoim tratadas com solucdo 1mM de acido salicilico tiveram a
atividade de enzimas como a PAL (fenilalanina amonio liase) e APX (ascorbato
peroxidase) aumentadas, o que causou maior resisténcia a herbivoria de larvas de
Helicoverpa armigera Hubner, 1809 (Lepidoptera: Noctuidae) (War et al., 2015). Ja para
o tomateiro, o tratamento com solu¢do 100 uM de &cido salicilico ndo aumentou a
mortalidade de cinco pragas da cultura: Spodoptera litura Fabricius, 1775, Spodoptera
exigua Hiibner, 1808 (Lepidoptera: Noctuidae), Tetranychus urticae Koch, 1836 (Acari:
Tetranichidae), Frankliniella occidentalis Pergande, 1895 (Thysanoptera: Thripidae) e
Liriomyza sativae Blanchard, 1983 (Diptera: Agromyzidae) (Kawazu et al., 2012).
Plantas de arroz da cultivar Nipponbare com a rota de produg¢do do acido salicilico
silenciada foram usadas para avaliar a inducdo de resisténcia em plantas submetidas a
pulverizacdo de &cido jasmonico, através da taxa de crescimento de larvas de S.
frugiperda. Os autores observaram que o efeito de reducdo na taxa de crescimento das
larvas foi maior nas plantas incapazes de produzir o acido salicilico, evidenciando a

interagcdo que existe entre as rotas metabdlicas (Stout et. al., 2009).
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2. CAPITULO II: AVALIACAO DO FEROMONIO SEXUAL SINTETICO
DE Tibraca limbativentris ( HEMIPTERA: PENTATOMIDAE) EM

LABORATORIO E EM LAVOURA DE ARROZ IRRIGADO



2.1 INTRODUCAO

O percevejo-do-colmo 7. limbativentris € uma das espécies mais prejudiciais a
cultura do arroz no Brasil, podendo atacar plantas desde o inicio da fase vegetativa até o
enchimento de graos (Martins et al., 2004; SOSBAIL 2016). O dano ¢ causado pela
necrose da parte central dos colmos em decorréncia da inje¢do de saliva toxica. Quando o
ataque ocorre durante o desenvolvimento vegetativo, a folha central morre; na fase
reprodutiva, resulta na esterilidade de espiguetas, podendo também haver perdas
qualitativas, como aumento de graos quebrados e gessados (Costa & Link,1992; Krinski
& Foerster, 2017). O controle bioldgico, através do fungo entomopatogénico
Metharizium anisopliae Metchnikoff (Quintela et al., 2013; Kruger et al., 2014) e de
parasitoides de ovos (Idalgo et al., 2013; Tognon et al. 2013) ¢ uma alternativa
promissora. A utilizagdo de variedades resistentes, por sua vez, ainda ndo é uma
realidade, existindo apenas estudos incipientes (Souza et al., 2008; 2009).

O monitoramento populacional de 7. limbativentris deve ser efetuado em
intervalos semanais, do inicio do perfilhamento a fase de floragdo, averiguando-se a
presenca de insetos com rede de varredura, preferencialmente em plantas sobre as taipas,
apos o meio-dia. A cada inseto adulto, em média/m?, ¢ esperada uma reducdo de 1,2% na
producdo de graos (SOSBAI, 2016). Entretanto, a constatacdo da presenca do inseto na
lavoura ¢ dificultada pelo fato do percevejo ficar abrigado entre os colmos, proximo ao
solo (Ferreira et al., 1997). Além disso, adultos e ninfas ndo ocupam os mesmos locais e

ocasionalmente apresentam padrdo agregado (Alves, 2012). O monitoramento de
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populagdes de percevejos através da utilizacdo de armadilhas com iscas feromonais vem
sendo estudado e proposto desde a década de 90 para espécies praga de diversas culturas,
em especial a soja (Borges et al., 1998; Pires et al., 2006).

O feromonio sexual de 7. limbativentris, assim como em outros pentatomideos, ¢
produzido pelo macho (Borges et al., 2006) e constitui-se de dois isdomeros do
sesquiterpeno 1,10-bisaboladien-3-ol (zingiberenol). Como este composto possui trés
centros quirais, existem quatro pares de diastereoisdmeros. A sintese ndo estereoseletiva a
partir de (R)- e (S)- citronelal produz duas misturas contendo quatro estereoisomeros cada
(Borges et al., 2006), chamadas de 7R zingiberenol constituido dos diastereoisomeros
(3R, 6R, TR), (3S, 6R, 7TR), (3R, 65, 7TR) (3S, 6S, 7R) e 7S zingiberenol constituido dos
diasteroisomeros (3R, 6R, 75), (3R, 6S, 75), (3S, 6R, 75), (3S, 6S, 7S). Bioensaios de
olfatometria realizados pelos mesmos autores evidenciaram que ambos os compostos sao
atrativos as fémeas, porém houve resposta maior para 75 zingiberenol apenas em relacao
ao controle, ndo havendo diferenca significativa quando o mesmo foi contrastado com o
7R zingiberenol. Resposta semelhante foi constatada por Machado (2015); contudo, a
campo, foram registradas capturas apenas com septos contendo 7§ zingiberenol. Apesar
dos resultados positivos para este grupo (75), € necessario a avaliacdo de outras misturas
de isdmeros que potencializem as capturas, uma vez que a configuracdo absoluta dos
isomeros produzidos pelo inseto ainda ndo foi elucidada. Assim, este trabalho objetivou
avaliar as respostas de fémeas de 7. limbativentris a septos de borracha impregnados com
quatro misturas de diastereoisomeros do zingiberenol, combinados 2 a 2, em testes de

laboratério e campo.



2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Obtencao e criacido de T. limbativentris

Percevejos foram coletados em lavouras de arroz irrigado do estado do Rio
Grande do Sul, Brasil. A criagdo ocorreu em sala climatizada (25 + 1°C; 60 = 10% U. R.;
fotofase de 14 horas), adaptando a metodologia proposta por Silva et al. (2004). Os
adultos foram colocados em gaiolas confeccionadas com potes plasticos (5 L) cobertas
com tecido do tipo voile com touceiras de arroz (BR-IRGA 409), que serviram de
substrato de alimenta¢do e oviposicdo. As posturas foram recolhidas a cada dois dias,
desinfestadas com solucao de hipoclorito de sodio a 15% (2% de cloro ativo) e colocadas
em placas de Petri (9 cm de didmetro). As ninfas foram alimentadas com plantas jovens
de arroz, cultivadas em vasos de 300 mL, além de vagens verdes de feijao (Phaseolus
vulgaris L.), amendoim (Arachis hypogaea L.) e frutos de ligustro (Ligustrum lucidum
Ait.) até atingirem a fase adulta.

2.2.2 Feromonio

Os septos de borracha impregnados com as misturas foram fornecidos pelo Dr.
Ashot Khrimian, do Invasive Insect Biocontrol and Behavior Laboratory do
Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (Maryland-USDA). Os septos foram
impregnados com 4 mg de dois dos isdmeros do zingiberenol ou hexano (controle)
totalizando cinco tratamentos: a) zingiberenol 1 (35,6S,7R + 3R,6R,7R); b) zingiberenol 2
(3R,6S,7R + 3S,6R,7R); c) zingiberenol 3 (35,6S,7S + 3R,6R,7S); d) zingiberenol 4

(3R,65,7S + 38,6R,7S) ¢ ¢) controle (hexano).
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2.2.3 Olfatometria

Os bioensaios foram conduzidos com fémeas virgens de 7. limbativentris com
idade entre 15 e 30 dias. O comportamento quimiotaxico foi observado em olfatdmetro
“Y” de vidro de dupla escolha, com didmetro de 6,5 cm, arena inicial de 22 cm, bifurcada
em dois bracos de 8 cm cada. Os testes foram conduzidos em sala climatizada, nas
mesmas condigdes da criagao, durante a fotofase, sob luz fluorescente (60W, luminancia
igual a 290 lux). O fluxo de ar foi injetado para dentro do sistema com o auxilio de um
propulsor conectado a um fluximetro, a uma taxa de 0,8 L/min. Os insetos testados foram
individualizados por 24 horas antes do inicio dos experimentos e aclimatados por 1 h na
sala de testes.

Uma fémea foi colocada na extremidade inicial do olfatometro com o auxilio de
um pincel numero 10. Os septos de borracha foram colocados no final dos bragos do
olfatdmetro, sendo as fémeas submetidas a escolha entre o controle (hexano) e um dos
tratamentos contendo os isomeros do zingiberenol, além do contraste entre todos os
diasteroisdmeros. As respostas foram consideradas positivas quando os insetos
percorreram, pelo menos, 4 cm dentro dos bragos contendo os tratamentos e
permaneceram nesta area por, no minimo, um minuto. Foram considerados nao
responsivos 0s que ndo se movimentaram nos primeiros 5 minutos ou quando nao
percorreram pelo menos 4 cm em nenhum dos dois bracos do olfatdmetro, em 10
minutos. Foram realizados testes até que se obtivessem 40 repetigdes com insetos
responsiveis de por tratamento.

2.2.4 Testes de campo

O trabalho foi conduzido nas safras 2013/2014 e 2014/2015 em uma darea
comercial (cultivar Epagri 108) de aproximadamente 2 ha, em Eldorado do Sul, RS
(30°02'28.4"S; 51°20'29.3"0). O arroz foi cultivado no sistema pré-germinado e as areas

amostrais eram delimitadas por lavouras arroz com o mesmo cultivar, ao norte, sul e leste
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e com pastagem de espécies nativas a oeste. Os experimentos, nas duas safras, foram
instalados cerca de 20 dias apds a semeadura, no dia 23 de dezembro de 2013 e 04 de
dezembro de 2014.

Armadilhas de garrafas de polietileno tereftalato (PET) de 2 L foram
confeccionadas conforme sugerido por Pires ef al. (2006) e utilizadas nos bioensaios de
campo. Foram removidos quatro discos de 2 cm de didmetro das laterais da garrafa e
funis feitos de malha de aluminio galvanizado (0,5 mm) foram colados nas aberturas de
entrada. O fundo foi cortado, invertido e preso no mesmo local com arame, para facilitar
a coleta dos insetos capturados. Foi inserido um funil dentro da garrafa, logo abaixo das
aberturas de entrada na parte superior, a 9 cm a partir do topo. Um septo de borracha
contendo um dos tratamentos foi suspenso por um arame através da tampa do frasco,
ficando na altura dos orificios de entrada dos insetos.

As amostragens foram realizadas semanalmente, no turno da manha. Os
percevejos capturados nas armadilhas foram levados ao laboratério de entomologia da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, onde foram contabilizados, identificados e
separados por sexo. Nas mesmas ocasides das amostragens, também foi estimado o nivel
populacional de T. limbativentris da éarea, utilizando uma armagio de PVC de 1 m?, em 4
pontos em cada bloco, previamente sorteados, distantes aproximadamente 10 m das
armadilhas. As plantas presentes no quadrado foram examinadas por 5 minutos na fase
vegetativa e por 10 na reprodutiva, observando o nimero de fémeas, machos e ninfas. As
avaliacdes da populagdo de insetos no campo iniciaram no momento de instalagdo do
experimento e foram realizadas até a colheita, resultando em 17 semanas de amostragens
no primeiro ano e em 18 no segundo. A 4rea experimental ndo recebeu tratamentos
fitossanitarios.

O delineamento experimental foi de blocos casualizados, com quatro repeti¢des.

Blocos e tratamentos ficaram equidistantes (30 m) (Figura 2). As armadilhas foram
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rotacionadas dentro de cada bloco a cada 14 dias e os septos foram substituidos a cada 28

dias.
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Figura 2. Croqui da 4rea experimental

2.2.5 Analise estatistica

Os resultados da olfatometria foram comparados pelo teste de Qui-quadrado de
aderéncia (o = 0,05) utilizando o software Bioestat® 5.0. Para o teste de campo, o efeito
de ano foi avaliado para o numero de fémeas capturadas em cada tratamento e para a
populag¢do de insetos (apenas nimero de fémeas e o somatorio de fémeas, machos e
ninfas) observada nas inspec¢des visuais, utilizando modelo linear generalizado (GLM)
com distribui¢do de Poisson e fun¢do de ligacdo logaritmica. Como ndo houve diferenca
entre anos, foi avaliada a média de fémeas capturadas por tratamento e a média de insetos
observada durante as 35 semanas de experimento, utilizando o mesmo modelo estatistico,
conforme Pires et al. (2006) e Borges ef al. (2011). O nimero de fémeas capturadas em
cada tratamento foi comparado com a populagdo total (considerando fémeas, machos e
ninfas de 7. limbativentris) e com o numero de fémeas que estava nos pontos de

amostragem proximos, utilizando o mesmo modelo. Quando houve diferenca entre
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tratamentos, as médias foram contrastadas utilizando a diferenga minima significativa.

Todas as anélises do teste de campo foram feitas com o software SPSS® 17.0.



2.3 RESULTADOS

2.3.1 Olfatometria

Fémeas de T. [limbativentris foram mais atraidas pelo tratamento Z1 em

comparagio ao hexano (x> = 4,9; gl= 1; P= 0,023). Nao houve diferenga nos demais

contrastes dos diasteroisdmeros com hexano (y>= 0,4; gl= 1; P = 0,53) (Figura 3)

tUControle

2 L VAl
nuz2

2)
mz3

22 18

Z4

o 0%

60 40 20 0 20 4 6 &

80

% de resposta

Figura 3. Respostas quimiotaxicas (%) de fémeas de Tibraca limbativentris testadas em

olfatometro em Y a septos de borracha impregnados com quatro misturas de
diastereoisomeros do zingiberenol, combinados 2 a 2, em contraste com o
controle (hexano). a) Z1 (35,6S,7R + 3R,6R,7R); b) Z2 (3R,6S,7R + 3S,6R,7R);
c) Z3 (35,6S,7S + 3R,6R,7S); d) Z4 (3R,6S,7S + 3S,6R,7S). Valores sobre as
barras indicam o numero de insetos responsivos e, entre parénteses, 0s nao
responsivos. Asterisco indica diferenga significativa pelo teste de Qui-
quadrado (P < 0,05).
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Quando as fémeas foram expostas a escolha entre isomeros, foram mais atraidas
pelo Z1 apenas quando contrastadas com Z4 (y°=4,9; gl=1; P=0,023). Nos demais testes,

nao houve diferenga entre tratamentos (P > 0,05) (Figura 4).
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Figura 4. Respostas quimiotaxicas (%) de fémeas de Tibraca limbativentris testadas em
olfatometro em Y a septos de borracha impregnados com quatro misturas de
diastereoisomeros do zingiberenol, combinados 2 a 2: a) Z1 (3S5,6S,7R +
3R,6R,7R); b) Z2 (3R,6S,7R + 3S,6R, TR); ¢) Z3 (35,6S,7S + 3R,6R,7S) e d) Z4
(3R,6S,7S + 3S,6R,7S). Valores sobre as barras indicam o numero de insetos
responsivos e, entre parénteses, 0os ndo responsivos. Asterisco indica diferenga
significativa pelo teste de Qui-quadrado (P < 0,05).

2.3.2 Testes de campo

Nao houve diferenca entre as safras 2013/2014 e 2014/2015 para o niimero de
fémeas coletadas nas armadilhas (y>= 0,995; gl = 1; P = 0,319), para as observadas nas
inspe¢des visuais (y2= 0,076; gl = 1; P = 0,782) e para a populacdo total amostrada nas
inspegdes visuais (x> = 0,258; gl = 1; P = 0,612). O nimero de fémeas coletadas nas
armadilhas variou entre tratamentos (Xz = 32,92; gl = 4; P <0,001), sendo maior nas

iscadas com o tratamento Z1, que teve média de captura de 5,75 fémeas (Figura 4). O
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ntimero de fémeas/m? observadas nas inspec¢des visuais também variou de acordo com os
tratamentos dos quais estavam proximas (y>= 17,099; gl = 4; P = 0,002), mas ndo entre
blocos (x*>=2,870; gl = 3; P = 0,412). Nas inspe¢des proximas as armadilhas iscadas com
o tratamento Z1, a média foi de 3,25 fémeas/m? (3*>= 6,07; P = 0,014), superior aos das

armadilhas iscadas com os demais (Figura 5).
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Figura 5. Nimero médio (= EP) de fémeas de Tibraca limbativentris capturadas por
armadilha do tipo PET, de fémeas observadas e da populagdo total (fémeas +
machos + ninfas) observada nos pontos de amostragem proximos as armadilhas
iscadas com septos de borracha impregnados com quatro misturas de
diastereoisomeros do zingiberenol, combinados 2 a 2 a) Z1 (3§,6S,7R +
3R,6R,7R); b) Z2 (3R,6S,7R + 3S,6R, 7TR); c) Z3 (35,6S,7S + 3R,6R,7S) e d) Z4
(3R,6S,7S + 3S,6R,7S). Eldorado do Sul, RS, safras 2013/2014 e 2014/2015.
Letras maitsculas indicam a comparagdo de uma varidvel entre os tratamentos
e minusculas o efeito de tratamento para diferentes variaveis pelo método de
diferenca minima significativa (P < 0,05).

Em todos os tratamentos, o nimero de fémeas capturadas pelas armadilhas foi
semelhante ao de fémeas observadas nas amostragens visuais nos pontos de inspecao
proximos a estas (Figura 4). Entretanto, apenas para os tratamentos Z1 e hexano estas

duas variaveis foram semelhantes também ao da populagdo total observada nos pontos de
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amostragem (Z1 x> = 2,88; gl = 2; P = 0,24; hexano y°= 3,17; gl= 2; P= 0,205). A
semelhanca entre o numero de fémeas capturadas e a populagdo total nos pontos
proximos tratamento Z1 ¢ mais uma evidéncia da atratividade desta mistura.

Na safra 2013/2014, a populagdo de insetos comecou a ser detectada nas
amostragens visuais na 7* semana (Figura 6), quando as plantas estavam no final do
periodo vegetativo. A média de 0,25 insetos adultos/m? manteve-se até o final do periodo
reprodutivo e oscilou entre 0,25 e 0,5 adultos/m? do final do periodo reprodutivo até o
final da maturacao de graos. Houve um pico da populacdo ninfal no inicio da infestacao
da lavoura, na 8% semana de avaliagdo, e outro na fase maturacao de graos, na 12* semana.

1,59

Vegetativo Reprodutivo Maturagdo Vegetativo Reprodutivo Maturac¢ao

Numero médio de insetos amostrados/m?

Safra 2013/2014

—Fémeas ---Machos

Figura 6. Numero médio de fémeas, machos e ninfas de Tibraca limbativentris
observados nas inspec¢oes visuais em lavoura de arroz em Eldorado do Sul, RS,
durante as safras de 2013/2014 e 2014/2015.

Fémeas adultas foram observadas nas amostragens desde a 8* semana; no entanto,
foi apenas a partir da 14* semana que foram capturadas pelas armadilhas (Figura 7). Nas

iscadas com o tratamento Z1, a média semanal de quatro repetigdes flutuou entre 0,25 e
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1,75 fémeas/armadilha, ao passo que nos demais tratamentos manteve-se entre 0 e 0,25
fémeas/armadilha, mesmo nimero observado nas inspegdes visuais. Na safra 2014/2015,
a colonizagdo da lavoura ocorreu a partir da 7* semana, novamente representada apenas
por ninfas. Foi a partir da 13* semana que a populacao de adultos comecou a ser
observada, mesma semana em que iniciaram a maioria das capturas de fémeas nas
armadilhas iscadas com o tratamento Z1.

Durante as duas safras, nenhum inseto macho foi coletado no tratamento Z1,
apenas um foi observado nas armadilhas com tratamento hexano e dois em cada uma das
armadilhas contento os demais isdmeros. O nimero de machos ndo foi incluido na andlise
estatistica, por ser considerado um acaso, ja que estes ndo sdo atraidos pelo feromdnio

sexual (Borges ef al., 2006). Nao houve registro de outras espécies dentro das armadilhas.
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Figura 7. Numero médio de fémeas de Tibraca limbativentris capturadas por semana em
armadilhas do tipo PET, iscadas com septos de borracha impregnados com
quatro misturas de diastereoisomeros do zingiberenol, combinados 2 a 2: a) Z1
(35,65, 7R + 3R,6R,7R); b) Z2 (3R,6S,7R + 3S,6R,7R); c) Z3 (35,6S5,7S +
3R,6R,7S); d) Z4 (3R,6S,7S + 3S,6R,7S) e e) hexano em lavoura de arroz em
Eldorado do Sul, RS, durante as safras de 2013/2014 ¢ 2014/2015.



2.4 DISCUSSAO

Os resultados indicam que o tratamento Z1 contém uma mistura feromonal mais
atrativa para as fémeas de 7. limbativentris que os demais tratamentos. No teste de
olfatometria, a preferéncia pela mistura Z1 apenas em relagdo a mistura Z4 evidencia que
esta ultima ¢ a menos atrativa para as fémeas, ¢ que as demais misturas nao sao
diferenciadas quando comparadas a mistura Z1. A nao diferenciagdo destas misturas
ocorreu, provavelmente, porque os insetos perceberam de forma diferente os compostos
isolados ou em mistura, assim como diferentes misturas com uma mesma substincia
(Renou, 2014). Isto também explica o fato de que os isdmeros que compunham a mistura
7°S, mais atrativa do que a 7’R nos testes de Borges et al. (2006) e Machado (2015),
continham a mistura de isdmeros que no presente estudo estdo nos tratamentos Z3 [(3S,
6S, 75) + (3R, 6R, 75)] eno Z4 [(3R, 6S, 75) + (3S, 6R, 75)]. A mistura Z1 [(3S, 6S, 7R)
+ (3R, 6R, 7R)] deste estudo estava junto com a Z2 [(3R, 6S, 7R) + (35, 6R, 7R)] no
tratamento 7°R.

Para o percevejo-marrom-da-soja E. heros, oito estereoisomeros do 2,6,10-
trimetiltridecanoato de metila, principal componente do feromdnio, foram avaliados em
ensaio de olfatometria. A presenca do estereoisdmero (2R, 6R, 10S) na mistura com os
demais foi imprescindivel para desencadear a atratividade das fémeas deste inseto.
Contudo, em combinag¢des bindrias com outros estereoisomeros, apresentou menor

atratividade (Costa et al., 2000).



46
Além do tipo de substancias presentes na mistura, a propor¢ao delas ¢ importante
para a percepcao quimica de um inseto. Um niimero maior de individuos foi capturado
em armadilhas iscadas com o feromonio de E. heros 2,6,10-trimetiltridecanoato de metila
puro e em armadilhas com a mistura de 2,6,10-trimetiltridecanoato de metila (44%) +
2,6,10-trimetildodecanoato de metila (3%) + 2,4-decadienoato de metila (53%) em
relacio a mistura 3:1 de 2,6,10- trimetiltridecanoato de metila e 2,6,10-
trimetildodecanoato de metila (Pires et al., 2006). Assim, ainda que o principal
componente esteja presente em uma mistura, se ndo estiver combinado com determinados
compostos € na propor¢do correta, pode desencadear uma resposta comportamental
menor. Nos tratamentos utilizados, a propor¢do de cada diasteroisomero na mistura ¢ de
50%. Quando Borges et al. (2006) e Machado (2015) encontraram maior atratividade
para a mistura 1°S, a proporcdo de cada disateroisdmero era de 25%, essa diferenca de
propor¢ao dos mesmos diasteroisomeros pode ter reduzido a resposta aos tratamentos
derivados da mistura 1’S e aumentado a atracdo pelos compostos do tratamento Z1,
derivados do tratamento 1’R.
Tal complexidade no processo de percep¢do da mistura feromonal ¢ esperada, ja
que, no ambiente natural, os insetos estdo expostos a incontdveis estimulos quimicos. O
feromonio sexual do percevejo-do-grao do arroz O. poecilus também ¢ um isomero do
zingiberenol, o isomero 3R,6R,7S-1,10-bisaboladine-3-ol (Oliveira et al., 2013). A
especificidade ¢ garantida pelos diferentes numeros de componentes na mistura
feromonal e pela diferente configuragdo absoluta dos compostos. A diferenga no arranjo
espacial dos atomos dos feromdnios pode interferir na formag¢do do complexo Proteina
ligante de odor-odorante informando ao inseto se ¢ ou ndo o parceiro correto (Moraes et
al., 2008).
No campo, o maior nimero de capturas de fémeas nas armadilhas iscadas com o

tratamento Z1 corrobora os resultados de laboratério. Em conformidade, houve maior
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numero de fémeas nos pontos de amostragem proximos as armadilhas iscadas com a
mistura Z1 do que nos pontos proximos as demais. Além disso, apenas nas amostragens
proximas as armadilhas iscadas com o hexano e a mistura Z1, o nimero de fémeas foi
semelhante ao de insetos na populacao total (fémeas + machos + ninfas), evidenciando a
maior propor¢ao de fémeas na populacao amostrada. Tais resultados também evidenciam
a maior atratividade da mistura Z1 as fémeas de 7. limbativentris.

Além da atratividade dos compostos quimicos, deve-se considerar também o
efeito de atracdo visual que as armadilhas exercem sobre os insetos. Diversos autores
observaram coletas de insetos em armadilhas com os tratamentos controle, como Borges
et al. (1998), que encontraram em média duas fémeas de E. heros por armadilha
controle, ou Pires et al. (2006), que obtiveram um numero proximo a 19 adultos, de
diferentes espécies, coletados em armadilhas contendo septos impregnados apenas com
hexano em uma lavoura de soja. A atratividade pode estar relacionada a visibilidade e ao
brilho do plastico, uma vez que diversos trabalhos demonstram que o hexano ndo ¢
atrativo aos insetos (Pires et al., 2006)

Segundo Klein et al. (2012), o percevejo-do-colmo migra dos sitios de hibernacao
para as lavouras a partir do final do més de outubro, abandonando completamente esses
refugios no més de janeiro. E comum em insetos hibernantes que a copula ocorra logo
apods o final desta fase. Sendo assim, ¢ possivel as fémeas pos-hibernantes de T.
limbativentris tenham copulado antes de entrar na lavoura, ovipositado e morrido logo
apos, razao pela qual tenha sido observado somente ninfas no inicio da infestagdo da
segunda safra. A captura de fémeas algumas semanas ap0s o registro destas nas inspegoes
visuais pode estar relacionada a maturacdo sexual destes insetos. De acordo com Silva et
al. (2004), sdao necessarios entre 6 e 28 dias para que as fémeas atinjam a maturagdo
sexual (condicdo fisioldgica necessaria para que as mesmas sejam atraidas por iscas

feromonais).
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Deve-se considerar ainda que o feromonio formulado dificilmente reproduz o
exato chamamento do macho no campo e isso pode interferir na percepc¢ao de fémeas. Os
insetos liberam feromonio de forma intermitente e em determinada taxa de liberagao, que
nao ¢ facil de reproduzir em liberadores sintéticos (Eisner & Meinwald, 1995). Quando a
liberacdo ¢ continua, esta informacao pode ser interpretada de forma diferente pelo
inseto, desencadeando uma menor resposta quimiotaxica. Além da informagdo quimica,
os insetos utilizam outros canais de comunicagdo durante o comportamento de
chamamento e acasalamento no campo, como a comunicagdo vibracional dos percevejos
(Colk & Virant-Doberlet, 2003, Moraes et al., 2005). Millar ef al. (2002) propuseram que
a baixa captura de pentatomideos nas armadilhas feromonais no campo ¢ devido a
auséncia dos sinais vibracionais que sao emitidos durante a comunicacao de acasalamento
a curta distancia por estes insetos (Moraes et al., 2005, 2014).

Os resultados obtidos mostraram que um dos isdmeros presentes em Z1 ¢
essencial para atracdo das fémeas de T. limbativentris, tanto no campo como no
laboratorio. Estudos futuros poderiam incluir bioensaios com diferentes combinagdes dos
isomeros do zingiberenol para chegar na melhor composicdo para atracdo das fémeas e
abordar o uso da comunicagdo vibracional nas armadilhas feromonais para avaliar se este

sinal de comunicagdo pode melhorar a eficiéncia de captura de fémeas na armadilhas.
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3. CAPITULO III. IMPACTO DE FITORMONIOS NO PERFIL QUiMICO
DE PLANTAS DE ARROZ E NO COMPORTAMENTO QUIMIOTAXICO
DE Tibraca limbativentris ( HEMIPTERA: PENTATOMIDAE) E Telenomus

podisi HYMENOPTERA: SCELIONIDAE)



3.1 INTRODUCAO

Durante o processo coevolutivo com os insetos, as plantas desenvolveram
mecanismos de defesa para conter o ataque dos herbivoros, categorizadas como
constitutivas ou induzidas. As constitutivas sao barreiras que as plantas possuem mesmo
sem estarem expostas a herbivoria e as induzidas sdo ativadas apds o ataque de insetos
(Karban & Baldwin, 1997). Estas tltimas, geralmente, sdo de acdo mais especifica (Chen,
2008) e podem atuar de forma direta sobre herbivoro, afetando negativamente sua
fisiologia e/ou comportamento (Smith & Boyka, 2006; Dicke & Baldwin, 2010; War et
al., 2012) ou indireta, recrutando inimigos naturais.

Em plantas de arroz, defesas indiretas foram registradas por Lou et al. (2005), os
quais constataram que o parasitoide A. nilaparvatae foi mais atraido por plantas
previamente infestadas pela cigarrinha marrom N. /ugens do que por plantas sem a
presenca deste inseto. De forma semelhante, o ataque da lagarta-da-folha S. frugiperda
modificou o perfil cromatografico de plantas de arroz, aumentando principalmente a
emissdo de linalol, o que resultou em maior atragcdo do parasitoide Cotesia marginiventris
Cresson, 1865 (Hymenoptera: Braconidae) (Yuan et al., 2008). Machado et al. (2014)
também constataram que plantas de arroz submetidas ao dano do percevejo-do-colmo 7.
limbativentris apresentaram mudanga no perfil quimico, o que refletiu negativamente na
atratividade de fémeas coespecificas e positivamente na atragdo de seu inimigo natural,

T. podisi. Recentemente foi registrado na cultura do milho (Zea mays L.) e do girassol
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(Helianthus annus L.) que plantas atacadas pelo percevejo E. heros também foram mais
atrativas para 7. podisi do que as ndo infestadas (Dias et al., 2016).

Tais defesas compreendem, entre outros mecanismos, a producao de compostos
organicos volateis derivados do metabolismo secundario das plantas (Dicke & Baldwin
2010). A emissao destes compostos ocorre, principalmente, apds a herbivoria e ¢
desencadeada pela ativagdo de rotas metabolicas como a octadecanoide e do &cido
mevalonico, coordenadas principalmente pelos hormoénios 4acido jasmonico, acido
salicilico e etileno (Arimura et al., 2009; Wu & Baldwin, 2009). O uso destes e outros
fitormonios na indugao de defesas tem sido estudado em diversas espécies de importancia
agricola como milho (Engelberth ef al., 2011), alface (Tierranegra-Garcia et al., 2011),
soja (Accamando & Cronin, 2012), sorgo (Hussain et al., 2014), tomate (Grinberg-Yaari
et al., 2015) e amendoim (War et al., 2015). Em arroz, a ativagdo dos mecanismos de
defesa com a utilizagdo de 4cido jasmonico foi constatada nas interagdes com N. lugens
(Senthil-Nathan et al., 2009), S. frugiperda (Stout et al., 2009) e L. oryzophilus (Hamm et
al., 2010), nas quais os autores observaram menores indices de sobrevivéncia e
desenvolvimento destes insetos em plantas tratadas com acido jasmonico.

Tibraca limbativentris ¢ um inseto de dificil controle, pois o habito de sugar o
colmo das plantas o mantém protegido pelas folhas da agdo direta de inseticidas,
representando um desafio a producdo de arroz. Seus danos estdo relacionados a necrose
parcial ou total da parte central dos colmos, em decorréncia da injecdo de saliva toxica,
podendo acarretar no retardamento do crescimento da mesma (Ferreira et al., 1997). O
microhimenoptero 7. podisi ¢ um importante agente que atua no controle bioldgico
natural de 7. /imbativentris, com indices de parasitismo, em lavouras de arroz no Brasil,
entre 75 e 89% (Maciel et al., 2007; Farias, 2012; Idalgo et al., 2013).

Nao hé na literatura registros de trabalhos que tenham verificado a influéncia da

aplicagdo exogena de fitormonios na emissdo de volateis da planta e no comportamento
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quimiotéaxico de 7. limbativentris e T. podisi. Este trabalho objetivou avaliar o efeito dos
compostos volateis emitidos por plantas que sofreram herbivoria pelo percevejo do colmo
ou receberam aplicagdes exogenas de acido jasmonico ou salicilico, em diferentes
concentragdes, bem como, observar as respostas quimiotaxicas de 7. limbativentris e T.

podisi frente a plantas de arroz submetidas a estes tratamentos.



3.2 MATERIAL E METODOS

As criagOes e bioensaios foram realizados no Laboratorio de Etologia e Ecologia
Quimica de Insetos (LEEQI) da Faculdade de Agronomia da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Brasil, sob condi¢des controladas (25 + 1 °C; 60 = 10% U. R.;
fotofase de 14 horas).

3.2.1 Obtencao e criacao de 7. limbativentris

Percevejos provenientes de lavouras de arroz irrigado do Rio Grande do Sul dos
municipios de Eldorado do Sul (30°02°30”S; 51° 20°45”0), Mostardas (30°51°16”S;
50°36°06”0), Capivari do Sul (30° 08°42”S; 50°30°53”0), Cachoeirinha (29°55°08’S;
51°17°82”0), Guaiba (30°06°28”S; 51°20°2”0) e Viamao (30°04°18”S; 51°05°4770)
foram coletados para criagdo, adaptando a metodologia proposta por Silva et al. (2004).
Os adultos foram colocados em gaiolas confeccionadas com potes plasticos (5 L)
cobertas com tecido do tipo voile com touceiras de arroz (IRGA-409), que serviram de
substrato de alimentacdo e oviposicdo. As posturas foram recolhidas a cada dois dias,
desinfestadas com solugdo de hipoclorito de sodio a 15% (2 % de cloro ativo) e colocadas
em placas de Petri de 9 cm de didmetro. As ninfas foram alimentadas com plantas jovens
de arroz, cultivadas em vasos de 200 mL, vagens verdes de feijdo, grdos de soja
amendoim e frutos de ligustro até atingirem a fase adulta.

3.2.2 Obtencio e criacio de E. heros e T. podisi

Foi estabelecida uma criagdo do percevejo-marrom-da-soja E. heros a partir de

ovos fornecidos pelo Laboratorio de Ecologia e Semioquimicos da Embrapa Recursos
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Genéticos e Biotecnologia (EMBRAPA-CENARGEN). Os adultos foram criados em
caixas de plastico (20 x 20 x 24 cm) e alimentados com sementes de amendoim, graos
secos de soja, vagens verdes de feijao, e frutos de ligustro. Os ovos foram coletados a
cada dois dias, desinfestados com solug¢do de hipoclorito de sodio a 15% (2% de cloro
ativo) e transferidos para placas de Petri (9 cm de didmetro). Ninfas de 1° e 2° instares
foram criadas em placas de Petri e alimentadas com vagens verdes de feijao. Ao atingir o
3° instar foram transferidas para caixas Gerbox (11 x 11 x 3 cm) e alimentadas com a
mesma dieta dos adultos. No 5° instar, estas foram transferidas para as caixas de plastico
descritas anteriormente.

O parasitoide 7. podisi foi obtido da EMBRAPA-CENARGEN a partir de ovos de
E. heros, sendo posteriormente estabelecida uma criagdo no LEEQI em ovos da mesma
espécie. Posturas de E. heros, com até¢ um dia de idade, foram oferecidas diariamente a
parasitoides previamente pareados e mantidas com estes por 24 horas. Apos esse periodo,
foram transferidas para tubos de vidro (9 x 2 cm), com a abertura coberta por parafilme
impregnado com uma gota de mel (~ 3 pL), até a emergéncia das vespas, as quais
permaneceram nas mesmas condi¢cdes controladas descritas para o percevejo até a
realizagdo dos bioensaios. Posteriormente, os espécimes foram encaminhados ao Dr.
Valmir Antonio Costa do Instituto Biolégico de Sdo Paulo para a confirmacdo da
identificacao.

3.2.3 Semeadura e cultivo das plantas

Sementes da cultivar BR-IRGA 409 foram desinfestadas em solucdo de
hipoclorito de sdédio 1% por 5 min e pré-germinadas. Quando atingiram o estadio S3 da
escala proposta por Counce et al. (2000), foram transplantadas para vasos plésticos de
300 mL, contendo um substrato preparado solo, areia e vermiculita na propor¢ao de
2:1:1, adubados com 1,5 g de adubo de formulacio N-P-K 5-20-20. Os vasos

permaneceram na casa de vegetacdo do Departamento de Fitossanidade da Faculdade de
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Agronomia até o momento de receber os tratamentos. Todos os vasos foram irrigados
diariamente ¢ cobertos com tecido voile sobre uma armagao de arame de 40 cm de altura
e 20 cm de diametro.

3.2.4 Preparo das solucoes

Para o preparo das solucdes de acido jasmonico (Sigma-Aldrich), 0,21 g de
reagente foi diluido em 1 mL de etanol e dissolvido em 200 mL de agua destilada,
obtendo-se a solucdo 5 mM. Desta, foi retirada uma aliquota de 100 mL para dilui¢ao e
preparo da solucdo 2 mM de 4cido jasmonico. A solugdo 16 mM de 4cido salicilico
(Sigma-Aldrich) foi preparada pela dilui¢do de 0,44 g em ImL de etanol e em seguida em
200 mL de 4gua destilada. Desta, foi retirada uma aliquota de 100 mL para a obten¢do da
solugdo 8 mM de 4cido salicilico. A solucdo 1 mL de etanol em 200 mL de agua
destilada foi utilizada como controle.

3.2.5 Tratamento das plantas

As plantas de arroz receberam o tratamento com os fitormonios quando estavam
no estadio V4 da escala de Counce et al., (2000), 24 horas antes da realizagdo dos testes.
A pulverizagdo das solugdes foi feita com um borrifador de pressdo manual de plastico,
com capacidade de 10 mL, em todas as folhas e no colmo, até que a solucdo escorresse
por toda a planta, utilizando um volume aproximado de 5 mL/planta. Estas também
foram submetidas a herbivoria do percevejo-do-colmo. Neste caso, duas fémeas pareadas,
com idade entre 15 e 30 dias, passaram por um periodo de jejum de 24 horas e foram
liberadas nas plantas de arroz por 48 horas, em vasos plasticos de 300 mL cobertos com
um saco plastico microperfurado. As gaiolas eram vistoriadas duas vezes por dia para
confirmacdo da herbivoria, observando-se o comportamento alimentar, caracterizado pelo

contato do aparelho bucal com a planta.
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Em todos os tratamentos, os vasos com plantas que sofreram a intervengao com os
tratamentos, foram mantidos sob condi¢des controladas, em diferentes camaras B.O.D.
(25+£1°C; 60+ 10% U. R.; fotofase de 14 horas), até a realizagao dos testes.

3.2.6 Coleta e identificacao de volateis

Este bioensaio foi realizado no laboratério de analises de semioquimicos da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia em Brasilia, DF. Sementes da cultivar BR-
IRGA 409 foram desinfestadas, pré-germinadas e semeadas conforme descrito no item
3.2.3. Quando as plantas tinham quatro folhas, foram tratadas com as solugdes de AJ 2
mM, AJ 5 mM, AS 8 mM, AS 16 mM e etanol, preparadas conforme descrito no item
3.2.4, além de receber um tratamento apenas com agua destilada (controle). Estes
tratamentos ocorreram duas horas antes do inicio das coletas de volateis e, durante este
periodo, as plantas ficaram sob condi¢des ambiente em diferentes salas das dependéncias
do laboratorio. O tratamento herbivoria ocorreu conforme descrito no item 3.2.5, 48 horas
antes do inicio das coletas. Ao todo, foram sete tratamentos com dez repeti¢cdes. Cada
vaso de planta foi envolto em papel aluminio, a fim de evitar contaminagao pelos volateis
do solo, e alocado individualmente em uma camara de aeragdo confeccionada com um
cilindro de vidro de volume interno de 10 L. Foram realizadas, simultaneamente, duas
repeti¢des de cada um dos sete tratamentos.

No sistema de aeracdo o ar (purificado em filtros de carvdo ativado) era
impulsionado para dentro das camaras através de compressor de ar com fluxo de 1,2
L/min/camara. Uma bomba de viacuo com um fluxo de 0,8 L/min for¢ava o ar a passar
por um tubo de vidro com 8 cm de comprimento e 0,7 cm de didmetro contendo 100 mg
do polimero adsorvente Tenax® GR (Sigma Aldrich, 80-100 mesh). Os adsorventes
organicos foram pré-condicionados por dessor¢do quimica através da adi¢do de

diclorometano (2 mL) e dessor¢do térmica a 135 °C sobre fluxo de N> por 24 horas. Todo
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o sistema era conectado com o auxilio de tubos de politetrafluoretileno (PTFE, marca
comercial Teflon®)

As plantas foram aeradas por 48 horas e as coletas realizadas a cada 24, obtendo-
se, dessa forma, extratos com 24 ¢ 48 horas de aeragdo. Estes foram ecluidos dos tubos
adsorventes com 500 pL de hexano destilado (pureza 99%) e concentrados a 100 pL por
um fluxo suave de N», armazenados em vials com capacidade de 2mL e mantidos sob
refrigeragdo a -20 °C.

Para as andlises de cromatografia gasosa acoplada a detector de ionizagdo de
chamas (CG-DIC) e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-
EM), uma aliquota de 20 puL de cada extrato foi separada e nesta foi adicionado 1 pL do
padrdo interno Tetracosano (1 mg/mL) (C24Hso) (Fluka Analytical, Steinheim, 98% de
pureza) para posterior quantificacdo dos compostos.

Os extratos (1uL) foram injetados em CG (Agilent 7890, coluna DB-5, 60 m
comprimento x 0,32 mm didmetro, filme 1 pum; Supelco, Bellefonte, PA, USA) com
detector de ionizagdo por chama (DIC) a 250 °C, usando modo splitless e tendo hélio
como gas de arraste. A temperatura inicial da rampa foi de 50 °C por 2 min, aumentando
gradualmente 5 °C/min 180 °C 0,1 min, seguida de um segundo aumento gradual de 10
°C/min até 250 °C por 20 min. A temperatura do detector foi de 270 °C e a do injetor 250
°C. A quantifica¢do dos compostos foi feita por comparagdo das areas de cada composto
em relagdo a do padrdo interno utilizado.

Para analise qualitativa dos compostos, amostras selecionadas foram injetadas em
um cromatdgrafo gasoso acoplado a espectrometria de massas (Agilent 5975 MSD) com
ionizagdo por impacto de elétrons (energia de ioniza¢do de 70 eV) com analisador
quadrupolar. Os extratos foram injetados no modo splitless e o hélio foi usado como gas
de arraste. O programa de temperatura e a coluna foram idénticos aos usados na andlise

por CG-DIC. A identificacdo dos compostos foi realizada por comparagdo do padrao de
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fragmentacao dos compostos da amostra com o de dados catalogados em bibliotecas
espectrais (NIST 2008) e também pelo calculo do indice de retengdo IR. Para o calculo
do IR, uma mistura de padrdes de alcanos (C7-C»1) foi injetada, nas mesmas condi¢des
descritas anteriormente. As identificagdes, quando possivel foram confirmadas por
comparagdo dos tempos de retengdao e espectros de massas com padrdes auténticos e
calculo dos indices de Kovats.

A quantidade de compostos emitida pelas plantas foi analisada pelo teste de
Sahpiro-Wilk, para verificagdo da normalidade, e em seguida por Kruskal-Wallis e
contraste de Dunn, com 95% de confiabilidade, utilizando software Bioestat® 5.0.

3.2.7 Olfatometria

Os ensaios com 7. limbativentris foram conduzidos com fémeas virgens com
idade entre 15 e 30 dias, em olfatometro “Y” de vidro de dupla escolha, com diametro de
4 cm, arena inicial de 22 cm, bifurcada em dois bragos de 8 cm cada. Os ensaios com 7.
podisi foram realizados com fémeas de até 5 dias de idade, também em olfatometro “Y”
de vidro de dupla escolha, com didmetro de 2 cm, brago principal de 11 cm e bragos
laterais com 8 cm. Para ambas as espécies, os insetos testados foram individualizados por
24 horas antes do inicio dos experimentos e aclimatados por 1 h na sala de testes. Estes
foram conduzidos em sala climatizada durante a fotofase, sob luz fluorescente (60W,
luminancia igual a 290 lux). O fluxo de ar foi conduzido para dentro do sistema com o
auxilio de um propulsor conectado a um fluximetro, a uma taxa de 0,8 L/min. Ao final de
cada brago do olfatdmetro, foi acoplada uma camara de vidro, de 29,5 cm altura e 12,5
cm didmetro, onde foi alocada a planta a ser avaliada.

As respostas foram consideradas positivas quando os insetos percorreram, pelo
menos, 4 cm dentro dos bragos contendo os tratamentos e permaneceram nesta area por,
no minimo, um minuto. Foram considerados ndo responsivos o0s que nao se

movimentaram nos primeiros 5 minutos ou quando ndo percorreram pelo menos 4 cm em
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nenhum dos dois bragos do olfatometro, em 10 minutos. A arena foi invertida (rotagao de
180°), a cada trés repeticdes e a cada seis, foi lavada com sabao neutro e hexano, e

posteriormente seca em estufa de esterilizagdo a 150 °C.

Os tratamentos utilizados foram: plantas aspergidas com AJ 2mM; AJ 5mM; AS
8mM; AS 16mM; etanol (controle) e infestadas com o percevejo-do-colmo. No bioensaio
com fémeas de 7. limbativentrs foi avaliada a primeira escolha do contraste entre os
tratamentos com os fitormonios e planta infestada em relagdo ao etanol (controle). Nos
testes com fémeas de 7. podisi, todos os tratamentos foram contrastados entre si. Foram
registradas a primeira escolha, quando os parasitoides percorreram pelo menos 4 cm
dentro dos bragos e o tempo total de permanéncia do parasitoide em cada brago (tempo de
residéncia em segundos).

Foram realizadas 40 repeti¢cdes por tratamento. Os resultados da primeira escolha
foram comparados pelo teste de Qui-quadrado (o = 0,05) e os do tempo de residéncia,

pelo Teste de Wilcoxon (o= 0,05). O software utilizado foi BioEstat® 5.0.



3.3 RESULTADOS

3.3.1 Coleta e identificacao dos volateis

Foram identificados e quantificados 20 compostos liberados pelas plantas (Figuras
8 ¢ 9, Tabelas 1 e 2). Nas primeiras 24 horas de aeracdo, a emissao total de monoterpenos
e alcoois nao variou entre tratamentos (P < 0,05), mas houve maior emissao de
sesquiterpenos (H = 15,00; gl = 6; P =0,02) pelas plantas que sofreram herbivoria em
relacdo as tratadas com AS 8mM e o controle com agua (Tabela 1). As plantas tratadas
com AS 16mM emitiram maior quantidade total de aldeidos que no tratamento AJ 5SmM
(H=19,35; gl = 6; P = 0,03) e de salicilato de metila (H = 25,33; gl = 6; P = 0,04) que
todos os demais, exceto o controle com etanol. Na segunda coleta, entre 24 e 48 horas de
aeragdo, apenas o éster salicilato de metila variou entre os tratamentos, sendo maior a
emissdo no tratamento controle (agua) (H =23,11; gl = 6; P <0,04) (Tabela 2).

Na comparagdo das quantidades de compostos liberados pelas plantas entre 0 - 24
e 24 - 48 horas, constatou-se que as tratadas com AJ 5SmM aumentaram a emissdo de
sesquiterpenos (H = 5,47; gl = 1; P < 0,01), enquanto as tratadas com AS 16 mM
reduziram a de monoterpenos (H = 4,3; gl = 1; P <0,03), aldeidos (H=4,68; gl = 1; P <
0,03) e do éster salicilato de metila (H = 4,4; gl = 1; P < 0,04). Plantas que sofreram
herbivoria também reduziram a emissao de aldeidos no segundo dia (H=5,07; gl=1; P <
0,02). Para os demais tratamentos ndo foram constatadas diferengas nas liberagdes de

compostos relacionadas a estes grupos quimicos (Tabela 3).
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Figura 8. Cromatogramas dos extratos de aeragdo de plantas de arroz submetidas a diferentes tratamentos entre 0 - 24 horas de aeracdo. Tratamentos AJ: 4cido jasmoOnico nas
concentragdes 2 mM (A) e 5 mM (B); AS: acido salicilico nas concentragdes 8 mM (C) e 16 mM (D); Herbivoria: plantas submetidas a herbivoria de Tibraca
limbativentris (E). Etanol: 1 mL etanol + 200 mL &gua destilada (F); controle: dgua destilada (G). Os niimeros indicam os compostos: 1) Heptanal; 2) a-pineno; 3) 1-
octen-3-o0l; 4) Octanal; 5) 1-hexanol-2-etil; 6) Limoneno; 7) y-terpineno; 8) Octanol; 9) Linalol; 10) Nonanal; 11) Salicilato de metila; 12) a-terpineol; 13) Indol; 14) a-
bergamoteno; 15) Geranil acetona; 16) B-farneseno; 17) a-curcumeno; 18) B-bisaboleno; 19) B-sesquifelandreno; 20) a-zingibereno.
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Figura 9. Cromatogramas dos extratos de aeracdo de plantas de arroz submetidas a diferentes tratamentos entre 24 - 48 horas de aerag¢do. Tratamentos AJ: acido jasmonico nas
concentragdes 2 mM (A) e 5 mM (B); AS: acido salicilico nas concentragdes 8 mM (C) e 16 mM (D); Herbivoria: plantas submetidas a herbivoria de Tibraca
limbativentris (E). Etanol: 1 mL etanol + 200 mL 4gua destilada (F); controle: agua destilada (G). Os nimeros indicam os compostos 1) Heptanal; 2) a-pineno; 3) 1-
octen-3-o0l; 4) Octanal; 5) 1-hexanol-2-etil; 6) Limoneno; 7) y terpineno; 8) Octanol; 9) Linalol; 10) Nonanal; 11) Salicilato de metila; 12) a-terpineol; 13) indol; 14) a-
bergamoteno; 15) Geranil acetona; 16) B-farneseno; 17) a-curcumeno; 18) B-bisaboleno; 19) B-sesquifelandreno; 20) a-zingibereno.
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Tabela 1. Quantidade média (ng) + EP dos compostos liberados por plantas de arroz submetidas a diferentes tratamentos entre 0 - 24 horas de
aeragdo. Tratamentos AJ: dcido jasmoOnico nas concentracdes 2 mM e 5 mM; AS dacido salicilico nas concentragdes 8 mM e 16 mM;
Herbivoria: plantas previamente submetidas a herbivoria de duas fémeas de Tibraca limbativentris; Etanol: ImL de etanol + 200 mL de

agua destilada; Controle: agua destilada. (n=10)

Composto Tempo de Al 2 mM Al 5 mM AS 8§ mM AS 16 mM Herbivoria Controle (etanol) Controle (agua)
retencdo
(min)
Monoterpenos
a-pineno 12,87 7,1 £2,13*%b 3,0£0,53b 13,7+6,21b 53,9+28,08a 499+2385a 24,5+9,21 ab 6,8+1,96b
Limoneno 15,84 26,0 + 8,02 ns 16,8 £3,14 40,2 + 16,43 68,2 £12,47 58,6 £19,02 62,3+13,18 51,9+£19,19
y-terpineno 16,64 26,01+10,03 ns 13,2+ 4,13 28,8 £9,68 48,0+ 12,12 40,2+ 11,24 482+ 18,85 29,8 +11,13
Linalol 17,9 51,2+12,67a 32,9+4,52a 13,8 +2,87b 26,9 + 8,09 ab 35,7+ 12,34 a 29,03 + 6,48 ab 13,51+ 3,77 b
a-terpineol 20,97 9,6 +3,15b 2,9+0,98 b 12,5 + 3,60 ab 18,6 £ 6,78 a 18,9+6,32a 19,0+5,14 a 19,8+7,89 a
Total 98,8 + 22,07 ns 68,8 +10,22 108,6 + 28,24 2154 +51,79 1841 + 46,61 180,0 £ 21,75 110,7 £ 46,26
Sesquiterpenos
a-bergamoteno 27,51 1,5+0,66 ns 3,0+£0,73 0,4+0,12 1,4+£0,7 5+1,21 0,2+0,01 0,4+0,14
Geranil acetona 27,7 478+ 11,72b 329+7,68b 352+972b 117,7 +40,89 a 107,4 +£26,87 a 94,6 £ 19,89 a 48,9 +12,67b
B-farneseno 27,83 12,2 + 3,46 ns 8,8 2,12 744183 21,5+625 17,8 £6,15 12,4 2,91 10,32 + 4,77
a-curcumeno 28,68 28,9+9,73 b 25,5+7,73b 13,0+3,49b 37,6 £13,26 b 87,2+30,29a 229+7,63b 14,8+3,70b
B-bisaboleno 29,19 74+1,71b 2,7+0,79 ¢ 124+4,77b 24+1,18¢ 31,9+943 a 1,5+0,42 ¢ 1,6 0,41 ¢
B-sesquifelandreno 29,5 29,7+7,82b 26,3+8,44b 16,2+4,23b 13,3+4,31b 55,8+9,30 a 26,2+8,23b 11,6 4,63 b
a-zingibereno 29,96 28,8 £5,43 ns 22,9 +7,85 15,8 +£3,88 61,4+21,90 54,9+ 13,21 35,0+ 7,97 19,7 £5,02
Total 151,6 £37,94ab  122,3 £29,15ab  100,5+21,00b 255,4 +73,58 ab 3602+ 724 a 193,1 + 39,65 ab 107,3+26,22 b
Aldeidos
Heptanal 11,70 11,8 43,12 ns 7,11+ 1,74 10,6 2,23 245+ 6,56 272 411,93 23,9+ 10,76 12,7 4,41
Octanal 14,87 39,5+17,92b 279+6,31b 46,5+9,19b 320,15+ 119,32 a 150,4 +75,13b 100,3+35,32b 57,5+19,98b
Nonanal 18,05 180,3+41,23b 96,1 £17,67b 140,4 +28,18b 347,0+99.21b 4858 +151,33 a 308,83+ 71,73 b 170,8 +51,88 b
Indol 23,63 14,1+3,61b 83+£1,92b 133+3,07b 41,7+ 14,48 a 26,9+ 5,14 ab 22,5+ 4,16 ab 159+4,14 b
Total 251,6+9228ab  139,4 £22,08b  210,8+31,17 ab 7334 +22571a 690,4 + 195,48 a 446.4 + 9425 ab 258.0 + 85,45 ab
Alcoois
1-octen-3-ol 14,09 49+ 1,05ns 4,7+1,09 3,3+0,99 6,3 £1,65 13,67 +£4,25 495+2,13 3,48 +1,71
1-hexanol-2-etil 15,61 27,7£991b 13,5+3,95b 24,0+4,96b 632+t1841a 45,1 £13,57 ab 46,0 + 16,63 ab 25,5+5,82b
Octanol 16,94 19,1 £6,140b 9,8+3,18b 17,8 +3,23b 398 +11,78 ab 519+16,71a 31,8+8,12 ab 189+5,15b
Total 52,1 £18,05 ns 28,2 £7,04 452 + 15,07 104,7 + 36,57 110,7 £30,80 82,8 £24,27 48,0 £11,51
Ester
Salicilato de metila 20,88 522+ 13,04b 26,7+7,12b 39,0 + 10,08 b 137,1£51,67a 103,2+33,862 82,7 +21,59 ab 420+1132b

"Médias seguidas pela mesma letra, na linha, ndo diferem pelo teste de Dunn ao nivel de significancia de 5%.

ns = ndo significativo
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Tabela 2. Quantidade média (ug) = EP de compostos liberados por plantas de arroz submetidas a diferentes tratamentos entre 24 - 48 horas apos o
inicio da aeragdo. Tratamentos AJ: 4cido jasmonico nas concentragdes 2 mM e 5 mM; AS 4cido salicilico nas concentragcdes 8 mM e 16
mM; Herbivoria: plantas previamente submetidas a herbivoria de duas fémeas de Tibraca limbativentris; Etanol: 1mL de etanol + 200 mL
de 4gua destilada; Controle: agua destilada. (n=10)

Composto Tempo de Al 2 mM Al 5 mM AS 8§ mM AS 16 mM Herbivoria Controle (etanol)  Controle (agua)
retencdo
(min)
Monoterpenos
a-pineno 12,87 9,0+4,03*b 3,63+1,13b 23,1 +10,15ab 17,39 £7,16 b 36,0 £18,76 a 25,6 £ 10,54 ab 39,9+23,77a
Limoneno 15,84 23,7+7,19 ns 17,4 £ 4,60 452+ 18,85 31,5+9,69 43,5+ 18,77 37,3+£8,32 54,9 +19,13
y-terpineno 16,64 22,2+6,48 ns 5,8+2.39 19,3+7,19 20,4 £ 5,46 18,2 £ 6,51 33,3 +13,02 35,6 11,23
Linalol 17,9 11,3+3,11b 59,7+12,60 a 1144296 b 12,7+2,61b 9,6 +3,11b 23,5+7,01b 40,33 £16,65 a
a-terpineol 20,97 6,9+1,75ns 3,2+0,78 7,1 £2,74 10,3 +2,81 7,6 £3,98 14,9 £ 4,65 22,4+9,39
Total 73,1 £18,90 ns 89,8 £17,70 106,0 + 43,44 92,3+21,05 115,0 + 37,44 134,8 + 31,67 193,6 +£47,9
Sesquiterpenos
a-bergamoteno 27,51 2,1+£0,71 ns 3,7+ 1,1 0,5+0,11 0,2+0,01 32+1,11 0,3+0,12 0,5+0,32
Geranil acetona 27,7 32,5+832b 30,2+8,31b 31,4+1228b 27,3+5,62b 502+18,4a 57,1 £23,10a 68,8+ 15,71 a
B-farneseno 27,83 8,7+3,08 ns 21,2+7,79 6,2+2,12 7,37+1,26 9,9 +3,67 10,4 £4,41 17,3+3,18
a-curcumeno 28,68 349+17,71b 544+12,22a 10,3+5,12b 15,4+7,04b 73,4+299a 18,3+6,67b 264+11,33b
B-bisaboleno 29,19 11,1£5,31b 23,8 +8,05 ab 6,0+3,53b 1,6 20,59 b 35,8+ 16,61 a 7,8+34b 5,6 £2,26 b
B-sesquifelandreno 29,5 18,2 +4,51b 553+12,68a 259+9,02b 66,2 £21,23 a 492+134a 26,1 £9,45b 228+ 10,11b
a-zingibereno 29,96 13,3 £6,64 ns 34,9 11,49 16,4 +6,19 24,1 +£14,85 46,2 + 16,19 20,6 £9,91 30,8 +£9,03
Total 120,1 33,51 ns 223,7 £29,54 93,9 +22,42 141,9 £ 62,36 267,9 +90,28 140,6 + 44,57 177,1 £27,47
Aldeidos
Heptanal 11,70 9,0+4,03 ns 3,6 1,26 23,1 +10,73 17,3 £8,95 13,9 + 6,65 20,4 +£9,43 27,6 12,18
Octanal 14,87 28,0+9,13 b 252+8,1b 33,1 £6,99 b 34,6 £9,66 b 62,1 £33,4a 65,9+12,86a 53,0+10,41 ab
Nonanal 18,05 86,4 +38,76 b 62,6 £2431b 91,4+31,89b 93,7+40,11b 190,0 +£79,33 a 185,3+71,86 a 315,44+ 131,30 a
Indol 23,63 11,7+2,22 ns 8,9 +4,47 12,3 +5,37 13,2+2,19 17,2 +£8,21 18,6 = 4,66 28,8 £5,12
Total 135,2 +35,37 ns 103,1 + 25,88 147,8 + 40,38 151,8 £33,44 283,3+91,05 290,4 + 75,21 521,9 £207,39
Alcoois
1-octen-3-ol 14,09 1,24 +0,42 ns 53+1,88 2,2+0,67 1,68 +0,44 3,4 +1,68 4,4 +1,2 11,3£5,6
1-hexanol-2-etil 15,61 12,9+4,01b 11,6 £5,12b 14,0£6,3b 16,3+£5,65b 31,2+ 13,902 ab 29,2+ 11,33 ab 45,0+2288a
Octanol 16,94 9,7+4,74 ns 8,5+3,41 11,9 +4,46 9,2+3,7 25,8 £8,11 24,4 +9,32 36,5+ 16,41
Total 23,8 +5,06 ns 25,4 + 6,64 28,1 +£7,36 27,1 £5,65 60,1 +£22,33 57,5 £ 13,20 93,0+£27,26
Ester
Salicilato de metila 20,88 28,4 +8,04 b 20,3+9,58 b 27,8+9,16 b 28,8+ 13,17b 46,9+194 b 63,4+2877b 137,4+69,71 a

"Médias seguidas pela mesma letra, na linha, ndo diferem pelo teste de Dunn ao nivel de significancia de 5%.
ns = ndo significativo
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Tabela 3. Quantidade média (ug) = EP dos compostos liberados por plantas de arroz
submetidas a diferentes tratamentos entre 0 - 24 e 24 - 48 horas ap6s o inicio
da aeracdo. Tratamentos AJ: acido jasmoOnico nas concentragdes 2 mM e 5
mM; AS 4cido salicilico nas concentragdes 8 mM e 16 mM; Herbivoria:
plantas previamente submetidas a herbivoria de duas fémeas de Tibraca
limbativentris; Etanol: ImL de etanol + de 200 mL 4gua destilada; Controle:

agua destilada. (n=10)

Tratamentos Composto 0-24 horas 24-48 horas
Al 2mM Monoterpenos 98,8 £22,07 73,1+18,90
Sesquiterpenos 151,6 £37,94 120,3 + 33,51
Aldeidos 251,6 £92,28 135,2 £ 35,37
Alcoois 52,1+ 18,05 23,8+ 5,06
Ester 52,2 + 13,04 28,4 +8,04
Al 5 mM Monoterpenos 68,8 £10,22 89,8 £ 17,70
Sesquiterpenos 122,3 +£29,15 223,7+£29,54 *
Aldeidos 139,4 + 22,08 103,1 £ 25,88
Alcoois 28,8 £7,04 25,4 + 6,64
Ester 26,7 +17,12 20,3+9,58
AS 8§ mM Monoterpenos 108,6 + 28,24 106,0 + 43,33
Sesquiterpenos 100,5 £ 21,00 93,9+22.42
Aldeidos 210,8 +31,17 147,8 £ 40,38
Alcoois 452+ 15,07 28,1 +7,36
Ester 39,0 £10,08 27.8+9,16
AS 16 mM Monoterpenos 2154 £ 51,79 92,3+ 21,05 *
Sesquiterpenos 255,7+ 73,58 141,9 £ 62,36
Aldeidos 733,4 £255,71 151,8 +33,44%
Alcoois 104,7 + 36,57 27,1 +5,56
Ester 137,1 £ 51,67 28,8 £13,17*
Herbivoria Monoterpenos 184,1 + 46,6 115,0 + 37,44
Sesquiterpenos 360,2+ 72,4 267,9 +£90,28
Aldeidos 690,4 £195,48 283,3 £91,05%
Alcoois 110,7 + 30,80 60,1 +£22,33
Ester 103,2 + 33,86 46,9 + 19,4
Controle (etanol) Monoterpenos 180,0 £ 21,75 134,8 £ 31,67
Sesquiterpenos 193,1 £39,65 140,6 +44,57
Aldeidos 446,4 + 94,25 290,4 + 75,21
Alcoois 82,8 £24,27 57,5 +£13,20
Ester 82,7 + 21,59 63,4 + 28,77
Controle (dgua) Monoterpenos 110,7 £ 46,26 193,6 £47.,9
Sesquiterpenos 107,3 +£ 62,22 177,1 £ 27,47
Aldeidos 258,0 + 85,45 521,9+ 207,39
Alcoois 48,0+ 11,51 93,0+ 27,26
Ester 42,0+ 11,32 137,4 + 69,71

* . 1. N N . . , . . A .
Médias seguidas por asterisco, na linha, diferem pelo teste de Dunn ao nivel de significancia de

5%.
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3.3.2. Olfatometrias

A primeira escolha de fémeas de 7. /imbativentris foi significativamente maior
para o controle (etanol) quando este foi contrastado com o AS 16 mM (x> = 6,4; gl =1; P
=0,0114). Nao houve diferenca nas respostas quimiotaxicas do percevejo para os demais

contrastes de fitormonios ou herbivoria com o controle (P > 0,05) (Figura 10).
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Figura 10. Primeira escolha (%) de fémeas de Tibraca limbativentris em olfatdmetro em
Y a plantas de arroz previamente infestadas por fémeas coespecificas
(herbivoria) ou tratadas com 4cido jasmonico (AJ), acido salicilico (AS), em
diferentes concentragdes e controle (etanol). Valores sobre as barras indicam
o numero de insetos responsivos e, entre parénteses, de ndo responsivos.
Asterisco indica diferenga significativa pelo teste de Qui-quadrado (P < 0,05).

Quando submetidas a op¢ao entre plantas tratadas com os fitormonios e plantas
controle, a primeira escolha de fémeas de 7. podisi foi mais frequente para as que
receberam o tratamento AS 16mM (y* = 10; gl = 1; P = 0,0016) (Figura 11). O tempo de
residéncia também foi maior para o AS 16mM, neste contraste (T = 246; P = 0,027)

(Figura 12).
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Figura 11. Primeira escolha (%) de fémeas de Telenomus podisi testadas em olfatometro
em Y a plantas de arroz previamente infestadas por fémeas de Tibraca
limbativentris (herbivoria) ou tratadas com dacido jasmodnico (AJ), acido
salicilico (AS) em diferentes concentragcdes ou controle (etanol). Valores
sobre as barras indicam o numero de insetos responsivos e, entre parénteses,
de ndo responsivos. Asterisco indica diferenga significativa pelo teste de Qui-

quadrado (P < 0,05).
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Figura 12. Tempo médio de residéncia (s) de fémeas de Telenomus podisi testadas em
olfatdmetro em Y em plantas de arroz previamente infestadas por fémeas de
Tibraca limbativentris (herbivoria) ou tratadas com acido jasmoénico (AJ),
acido salicilico (AS) em diferentes concentracdes ou controle (etanol).
Valores sobre as barras indicam o niimero de insetos responsivos e, entre
parénteses, de ndo responsivos. Asterisco indica diferenga significativa pelo
teste de Wilcoxon (P < 0,05).
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Quando os parasitoides foram submetidos a escolha entre plantas tratadas com os
indutores, houve diferenca na primeira escolha para o contraste entre AS 16 mM e AS 8
mM, sendo a primeira escolha maior para o tratamento AS 16mM (y> = 14,4; gl =1; P =
0,0001) (Figura 13). O tempo de residéncia de 7. podisi também foi maior para o AS 16
mM quando comparado ao AS 8 mM (T = 187; P = 0,0046) e para o AJ 5 mM em

relacdo ao AJ 2 mM (T =241; P =0,0231) (Figura 14).
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Figura 13. Primeira escolha (%) de fémeas de Telenomus podisi testadas em olfatometro
em Y a plantas de arroz previamente infestadas por fémeas de Tibraca
limbativentris (herbivoria) ou tratadas com &cido jasmoénico (AJ) e acido
salicilico (AS) em diferentes concentragdes. Valores dentro das barras
indicam o nimero de insetos responsivos e, entre parénteses, o de insetos nao
responsivos.  Asterisco indica diferenca significativa pelo teste de Qui-
quadrado (P<0,05).
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Figura 14. Tempo médio de residéncia (s) de fémeas de Telenomus podisi testadas em
olfatdmetro em Y a plantas de arroz previamente infestadas por fémeas de
Tibraca limbativentris (herbivoria) ou tratadas com acido jasmonico (Al) e
acido salicilico (AS) em diferentes concentragdes. Valores sobre as barras
indicam o tempo (s) de residéncia e, entre parénteses, o numero de insetos
ndo responsivos. Asterisco indica diferenca significativa pelo teste de
Wilcoxon (P < 0,05).



3.4 DISCUSSAO

Nas primeiras 24 horas apo6s a aplica¢dao dos tratamentos, as plantas que sofreram
herbivoria emitiram maior quantidade de sesquiterpenos em relagdo as plantas controle
(4gua) e as tratadas com AS 8mM. A herbivoria também induziu o aumento de salicilato
de metila, assim como o tratamento AS 16 mM, o tnico entre os fitormdnios que resultou
no aumento de emissao desse composto. No estudo de Machado et al. (2014), plantas que
sofreram herbivoria por 7. [limbativentris também aumentaram a emissdo destes
compostos, 0 que as tornou menos atraentes as fémeas coespecificas e mais as fémeas de
T. podisi. Em nossas avaliagoes, fémeas de 7. limbativentris ndo diferenciaram os
volateis de plantas que sofreram herbivoria, mas tiveram menor preferéncia por plantas
que receberam o tratamento AS 16 mM. Fémeas de 7. podisi também diferenciaram os
volateis de plantas tratadas com este fitormdnio, uma vez que foram mais atraidas e
dispenderam mais tempo nestas plantas do que as plantas controle (etanol).

O salicilato de metila ¢ um derivado do acido salicilico, metilado pela enzima
acido carboxilico metil transferase, que ¢ induzida pela presenga de patdgenos,
herbivoros ou danos mecanicos (Sendon et al., 2011). Este éster ¢ comum entre os
compostos emitidos apds herbivoria e estd associado a atragdo de inimigos naturais
(Mallinger et al., 2011) e repeléncia de herbivoros (Groux et al., 2014). Em diversas
plantas cultivadas, a aplicagdo deste 4cido aumenta a atividade de enzimas como
polifenol oxidase, peroxidase e fenilalanina amodnio liase, além da produgdo de

compostos secundarios como fenodis, flavonoides e taninos, o que reduz o
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desenvolvimento e a sobrevivéncia de insetos (Shahabinejad et al., 2014; War et al.,
2015).

Em arroz, este hormonio foi pouco estudado na interagdo de inseto-planta, mas ha
trabalhos que comprovam que a aplicagao aumenta a produgdo de compostos alelopaticos
(Fang et al., 2009), relacionados a defesa contra doengas (Ganesan & Thomas, 2001; Iwai
et al.,2007) e a tolerancia a estresses abioticos (Chen et al., 2007). Os autores relacionam
o efeito positivo da aplicagao deste hormonio a producdo de compostos antioxidantes e
consequente reducdo no estresse oxidativo. Em relacdo ao comportamento de insetos,
Hori & Enya (2013) constataram que a mistura desta substdncia com o sesquiterpeno [-
cariofileno em plantas de arroz repeliram o pervevejo-das-paniculas do arroz
Trigonotylus caelestialium Kirkaldy, 1902 (Heteroptera: Miridae). J& em combinacdo
com o sesquiterpeno, a-farneseno, foi atrativo ao parasitoide 7. podisi (Michereff et al.,
2013).

O tratamento com AS 8mM ndo induziu resposta na producdo de volateis pela
planta nem no comportamento do percevejo e do parasitoide. No contraste entre AS 8
mM e AS 16 mM, fémeas de 7. podisi permaneceram mais tempo no braco do
olfatdmetro que continha as plantas tratadas com a maior dose. As duas concentragdes
utilizadas neste estudo podem ser consideradas altas em comparagdo ao trabalhos com
outras plantas cultivadas (Ganesan & Thomas, 2001; Iwai ef al., 2007; Chen et al., 2007;
Fang et al. 2009). Mesmo em arroz, nos exemplos supracitados, os autores utilizaram
doses menores, mas com plantas mais jovens. Iwai et al. (2007) aplicaram a dose de 3
mM em plantas com 18 dias apds a germinacao; Chen et al. (2007) e Fang et al. (2009)
trabalharam com concentracdes entre 0,1 ¢ 0,3 mM em tratamento de sementes. Ganesan
& Thomas (2001) utilizaram 2 e 5 mM em plantas com 12 dias e relataram que para a
inducdo de determinados genes relacionados a patogénese em plantas dicotiledoneas, o

tratamento com AS 1mM foi suficiente, mas para a indugdo dos mesmos genes em arroz
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¢ necessario o tratamento com AS 10 mM. Esta dificuldade de indugao decorre da alta
quantidade de acido salicilico presente em arroz, maior do que nas outras plantas ja
estudadas (Yang et al., 2004). Por ser o primeiro trabalho a avaliar a indugdo de
resisténcia a pentatomideos e utilizar plantas em V4, mais desenvolvidas que as ja
avaliadas com este indutor, foram escolhidas doses relativamente altas deste hormonio.
Contudo observamos que mesmo contendo alta quantidade de &cido salicilico nos tecidos,
o arroz respondeu a aplicacao deste fitormdnio, com diferenca entre as doses utilizadas.

Nossos tratamentos com AJ ndo induziram defesa direta nem indireta na variedade
de arroz BR-IRGA 409, ou seja, ndao houve diferenca na emissao dos principais grupos de
compostos nem na quimiotaxia dos insetos submetidos a este hormonio. Estes resultados
diferem dos demais encontrados na bibliografia. A emissdo de volateis em plantas de
arroz ja foi induzida por doses menores de acido jasmonico, como 0,1 mM (Taniguchi et
al., 2014) e 1 mM (Lou et al., 2006). Entretanto, Lou et al. (2006) afirmaram que a
resposta ao tratamento com AJ varia quali e quantitativamente em fung¢io de cultivar, o
que pode justificar, em parte, os resultados deste trabalho

Outros estudos constataram que doses de AJ inferiores as nossas (ImM) aplicadas
de forma exogena em plantas de arroz atrairam o parasitoide A. nilaparvatae (Lou et al.,
2006). Plantas de soja tratadas com 1,4 mM de cis-jasmone, um derivado do &cido
jasmonico, também foram atrativas ao parasitoide de ovos 7. podisi (Moraes et al., 2009).
Nos nossos resultados, a emissdo total dos principais grupos de compostos ndo variou
entre as duas doses de AJ e nem entre estas e os dois tratamentos utilizados como
controle (plantas tratadas com 4gua ou etanol).

Um aspecto intrigante em nossos resultados foi a auséncia de resposta
significativa do percevejo e do parasitoide ao contraste entre plantas previamente
infestadas e plantas sadias. Estes resultados diferem dos observados por Machado et al.

(2014). Os fatores que explicam as divergéncias de resultados destes estudos podem
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estar relacionados as diferengas metodologicas entre os trabalhos, pois os referidos
autores utilizaram outra cultivar (IRGA 417), maior nimero de fémeas de T.
limbativentris na infestacdo (cinco) e plantas com 30 dias, sem precisar o estadio
fenologico.

Houve menor emissdao de monoterpenos, aldeidos e do éster salicilato de metila
em plantas tratadas com AS 16 mM entre os periodos de 24 - 48 horas de aeragdo em
relagdo as primeiras 24 horas. Aldeidos compdem o grupo dos volateis de folhas verdes
(VFV), emitidos imediatamente ap6s a alimentagdo do inseto pois ndo dependem da
sintese desencadeada pelos sinais da herbivoria (Pichersky & Gershenzon, 2002). A
menor emissdo de salicilato de metila e monoterpenos pode ser em decorréncia da
escassez de substratos, ja que alguns compostos foram emitidos em maior quantidade nas
primeiras 24 horas. Pelo mesmo motivo, no periodo de 24 - 48 horas, todos os
tratamentos emitiram menor quantidade de salicilato de metila que o controle (4gua), que
havia emitido em quantidade inferior aos demais entre O - 24 horas.

Nosso trabalho indica que o acido salicilico, na concentragdo 16 mM, induz a
emissdo de volateis semelhantes as de herbivoria por 7. limbativentris em arroz. Este
fitorménio pode ser uma ferramenta auxiliar no manejo integrado de pragas,
incrementando a repeléncia de percevejos e atraindo parasitoides. No entanto, estudos a

campo devem ser conduzidos para validar esta hipdtese.
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4. CAPITULO IV. EFEITO DO METIL JASMONATO E ACIDO
SALICILICO NA DEFESA DE PLANTAS DE ARROZ (Oryza sativa) A
Oebalus pugnax (HEMIPTERA: PENTATOMIDAE) E EM

COMPONENTES DE RENDIMENTO DE GRAOS



4.1 INTRODUCAO

Defesa direta das plantas ¢ o conjunto de caracteristicas que afeta negativamente a
fisiologia ou o comportamento de insetos herbivoros (Dicke & Baldwin, 2010). Pode ser
uma protecdo mecanica na superficie das plantas, caracterizada principalmente pela
presenca de ceras, pélos, tricomas e espessamento das folhas, ou quimica, pelas
substancias oriundas do metabolismo secundario vegetal, que impedem ou retardam o
desenvolvimento dos insetos (War et al., 2012). Estas defesas também podem atuar na
preferéncia, sobrevivéncia ou sucesso reprodutivo destes herbivoros (Smith & Boyka,
2006; War et al., 2012).

A maioria dos mecanismos de defesa a herbivoria ¢ ativada por hormodnios
vegetais, como 4cido jasmonico e salicilico (Gill et al., 2010; Shivaji et al., 2010). O
acido jasmonico e o éster metil jasmonato sdo derivados da oxigenacdo de acidos graxos
poliinsaturados durante a rota octadecanoide, que desempenham papel importante na
defesa de plantas contra patdgenos necrotroficos e insetos mastigadores (Santino et al.,
2013). O 4cido salicilico, um derivado do acido benzoico, ¢ um regulador de crescimento
e florescimento com conhecida importancia na indugdo de defesas de plantas a doencas
(Vallad & Goodman, 2004; Hayat ef al., 2012). A quantidade destes hormonios aumenta
rapidamente em plantas atacadas por herbivoros e patdgenos, resultando na ativacdo de
genes que codificam a producdo de proteinas de defesas e demais metabolitos

secundarios (Hasegawa et al., 2010; Kanno et al., 2012).



83

Em diversas plantas cultivadas a aplica¢do de fitormonios vem sendo estudada
como alternativa ao manejo de insetos-praga, uma vez que induz respostas similares a de
estresses bidticos. Em trigo Triticum aestivum L., o 4cido jasmonico e salicilico ndo
afetaram o desenvolvimento do pulgdo Sitobion avenae Fabricius, 1775 (Hemiptera:
Aphididae), mas ambos tornaram as plantas menos atrativas ao inseto (Cao et al., 2014).
No entanto, em bioensaios com amendoim (Arachis hypogea L.), estes hormodnios
induziram a atividade de enzimas antioxidativas, afetando o crescimento ¢
desenvolvimento de larvas de H. armigera, com destaque para o tratamento com o
jasmonico (War et al., 2015).

No arroz, o tratamento com dacido jasmoénico reduziu a alimenta¢do, o
desenvolvimento e a sobrevivéncia da cigarrinha marrom N. lugens (Senthil-Nathan et
al., 2009) e o desenvolvimento larvas de S. frugiperda (Stout et al., 2009). O écido
salicilico, por estar presente em altas quantidades em arroz, variando entre 5.000 e 30.000
ng/g de massa verde, € menos estudado em aplicacdo exdgena na indugdo de defesas
(Yang et al., 2004). No entanto, sua atividade foi evidente em plantas tratadas com 5
mM, o que induziu a atividade de enzimas antioxidativas de maneira similar a infec¢ao
pelo fungo Magneporthe oryzae B.Couch (Ganesan & Thomas, 2001).

O percevejo-do-grao O. pugnax € uma espécie polifaga presente em matas
espontaneas e gramineas cultivadas, sendo uma praga importante nas lavouras de arroz na
regido sul dos Estados Unidos (Awuni et al., 2015). Estes insetos sugam os graos,
podendo causar reducao na produtividade (McPherson & McPherson, 2000), além disso
sdo vetores de microrganismos que ocasionam a descoloracao dos graos € o aumento da
porcentagem de quebra durante o beneficiamento (Espino et al., 2007). Apesar da
importancia econdmica, poucos esforcos foram destinados ao desenvolvimento de

estratégias de controle deste percevejo (Patel et al., 2006).



84

Este trabalho teve como objetivos: a) identificar as substancias envolvidas na
inducdo de defesa de plantas de arroz com a utilizagdo do metil jasmonato e do acido
salicilico; b) avaliar o efeito da aplicagdo exdgena destes fitormdnios sobre plantas de
arroz, em diferentes concentragdes, no desenvolvimento de O. pugnax e nos componentes
de rendimento de graos de arroz em casa de vegetacdo e c) registrar, em lavoura de arroz,
o efeito da aplicacdo de metil jasmonato e 4cido salicilico, na presenga de O. pugnax e

nos componentes de rendimento de graos.



4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Obtencio e criacao de O. pugnax

Ninfas e adultos de O. pugnax foram coletados na Estacdo Experimental do Arroz
da Universidade do Estado da Louisiana (92° 20°46”0; 30° 14’10”N) em Crowley, LA
levados para o Laboratorio de Interacdo Planta-Inseto da mesma Universidade e mantidos
em condicdes controladas (25 £ 1 °C; 60 = 10% U R .; fotofase de 14 horas). Os adultos
foram colocados em gaiolas de vidro (0,3 x 0,6 x 0,4 m) cobertas com tela de aluminio
galvanizado, onde eram fornecidas plantas de arroz com graos leitosos, outras gramineas
(Paspalum spp., Echinocloa spp., Avena spp.), vagens verdes de feijdo (Phaseolus vulgaris
L.) e amendoim. A cada dois dias, as posturas eram recolhidas e desinfestadas com solugado
de hipoclorito de so6dio a 15% (2% de cloro ativo) e colocadas em placas de Petri (9 cm de
diametro). As ninfas eram alimentadas com vagens verdes e graos leitosos de arroz até
atingirem o 3° instar, quando eram transferidas para as gaiolas dos adultos.

4.2.2 Semeadura e cultivo das plantas

Sementes da cultivar Cocodrie foram desinfestadas, pré germinadas e semeadas em
vasos de 3,5 L contendo uma mistura de solo autoclavado, areia e composto organico, na
proporcao de 2:1:1. Cada vaso foi adubado com 1 g de adubo mineral de féormula N-P-K
(5-20-20), na ocasiao da semeadura. Nos estadios V4 e V7 da escala de Counce (Counce et
al., 2000), cada vaso recebeu 0,5 g de ureia (46-00-00). As plantas foram irrigadas
diariamente e permaneceram na casa de vegetagdo do Departamento de Entomologia da

Universidade até o momento de receber os tratamentos.
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4.2.3 Preparo das solucoes

Foi utilizado 0,22 g de metil-jasmonato (Sigma-Aldrich), diluido em 1 mL de
etanol e dissolvido em 200 mL de agua destilada para preparo da solucdo 5 mM (MeJa 5
mM) e desta foi retirada uma aliquota de 100 mL para diluicdo e preparo da de 2 mM
(MeJa 2 mM). A solugdo de acido salicilico 16 mM (AS 16 mM) foi preparada pela
dilui¢do de 0,44 g deste 4cido (Sigma-Aldrich) em 1mL de etanol e dissolugdo em 200 mL
de 4gua destilada. Desta, foi retirada uma aliquota de 100 mL para preparo da solucdo 8
mM (AS 8 mM). O tratamento controle foi pulverizado com uma solugdo de 200 mL de
agua destilada com 1 mL de etanol.

4.2.4 Tratamento das plantas

As plantas foram aspergidas no estadio R5 da escala de Counce et al. (2000),
correspondente ao inicio do enchimento de graos. As pulverizagdes foram feitas com um
borrifador manual pressurizado (marca comercial Preval®) até que escorresse por toda a
planta, utilizando um volume aproximado de 30 mL/planta, 24 horas antes da instalagao
dos bioensaios. Também foram avaliadas plantas que sofreram herbivoria pelo percevejo-
do-grao. Neste tratamento, cada planta ficou confinada com cinco fémeas virgens, com até
cinco dias de idade, em uma gaiola de tela de aluminio galvanizado (0,15 diametro x 0,8
m) por 48 horas antes da realizacdo dos testes. As gaiolas eram vistoriadas duas vezes por
dia para confirmagdo da herbivoria, observando-se o comportamento alimentar,
caracterizado pelo contato do aparelho bucal com a planta. Os vasos de cada tratamento
foram separados em diferentes salas casas de vegetagdo, a fim de evitar a interferéncia
entre eles. Todas as salas tinham as mesmas condigoes (27 = 5 °C e 60 £ 5% U.R.).

4.2.5 Coleta e identificacao dos volateis

Foram utilizadas somente as paniculas das plantas, conforme Fuji et al. (2010a;
2010b), no estadio RS, submetidas a aplicagdo exdgena com os cinco tratamentos descritos

anteriormente e também de plantas que sofreram herbivoria por cinco fémeas virgens de O.
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pugnax, com até cinco dias de idade. Estas foram cultivadas em casa de vegetacdo, de
acordo a metodologia descrita. As paniculas foram cortadas com tesoura, 2 cm abaixo da
base, imediatamente envolvidas em papel toalha umedecido, acondicionadas em saco
plastico, identificadas e levadas ao laboratério. O material foi pesado e uma amostrade 5 g
colocada em um baldo de Erlenmeyer de 50 mL com 20 mL de &4gua destilada.
Aproximadamente 20 min. ap6s o corte, as paniculas foram acondicionadas em uma
camara de vidro (0,15 diametro x 0,40 m) sobre uma placa de politetrafluoretileno (PTFE,
marca comercial Teflon®) para coleta dos volateis. O fluxo de ar, previamente filtrado com
carvao ativado, foi conduzido para dentro do sistema com o auxilio de um propulsor
conectado a um fluximetro, a uma taxa de 1,2 L/min. Na saida do sistema, os volateis eram
adsorvidos em cartucho de vidro contendo, cada, 30 mg do polimero Porapak Q (Sigma-
Aldrich®). As aera¢des foram conduzidas por 6 horas em sala climatizada (24 + 1 °C; 50 +
5% U R). A eluicdo foi realizada com 100 pL de hexano destilado em vials com
capacidade para 2 mL com auxilio de gas nitrogénio comprimido, num fluxo entre 10 e 20
psi e as solucdes diluidas em 100 pL, sendo mantidas sob refrigeracdo a -20 °C. Foram
realizadas cinco repetigdes por tratamento.

As andlises qualitativas e quantitativas dos extratos obtidos das aeragdes foram
realizadas por cromatografia gasosa e espectrometria de massas (CG-EM). Os extratos
foram injetados (1 pL) manualmente em modo splitless num cromatografo Varian CP -
3800 conectado ao espectrometro de massa com captura de ions Varian Saturn 2200 da
marca Agilient (coluna DB5-MS J&W, comprimento 30m x 0,25mm ID, filme de 0,25
pm). A temperatura inicial do programa foi de 40 °C por 4 minutos, aumentando
gradualmente 5 °C por minuto até atingir 180 °C por dois minutos, seguida de um segundo
aumento gradual de 20 °C por minuto até 280 °C, permanecendo por 5 minutos, totalizando
44 minutos de anélise. Foi utilizado hélio como gas de arraste num fluxo constante de 1

mL/minuto e multiplicador de elétrons de 1900v. Os picos foram identificados pelo tempo
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de retengdo e por comparacdo dos seus espectros de massas com a biblioteca do
equipamento (NIST). Os seis compostos presentes em todas as amostras foram
quantificados, conforme feito por Taniguchi et al. (2014), através de curva de calibragdo.
Foram preparadas solugdes a partir de padrdes auténticos dos compostos identificados
(Sigma-Aldrich), nas concentragdes de 50, 100, 150 e 200 ppm. Cada solu¢ao foi injetada
trés vezes no CG-EM com o mesmo programa de temperatura utilizado para as amostras
das plantas.

A quantidade (ng) de cada composto emitida por planta foi submetida ao teste de
Kruskal-Wallis e comparada pelo teste de Dunn ao nivel de 5% de probabilidade,
utilizando o software Biostat® 5.0.

4.2.6 Avaliacdo do metil jasmonato e acido salicilico no desenvolvimento de O.
pugnax e em componentes de rendimento de graos

Foram avaliados em casa de vegetagdo, conforme condigdes ja descritas,
parametros de desenvolvimento dos insetos € de componentes de rendimento de graos, a
partir de ninfas do percevejo-do-grao, em plantas de arroz submetidas aos seguintes
tratamentos: a) etanol (controle); b) herbivoria por cinco fémeas de O. pugnax; c) Mela 2
mM; d) MeJa 5 mM; e) AS 8 mM; e f) AS 16 mM, conforme descrito no item 4.2.4.

Ninfas de terceiro instar com no méaximo 24 horas apos a ecdise permaneceram
por uma hora sem alimentacao e foram individualmente pesadas e agrupadas em conjuntos
de dez. Cada conjunto foi alocado em um vaso com uma Unica planta de arroz no estadio
R5 submetida a um dos tratamentos descritos. Cada vaso foi isolado com uma gaiola de
aluminio (0,15 diametro x 0,8 m) envolta com uma malha de 1,6 mm. As avaliagdes foram
feitas diariamente durante a manha até que os insetos atingissem a fase adulta. As varidveis
observadas foram: a) porcentagem de sobrevivéncia de insetos, obtida pela formula
[(nimero de insetos que atingiram a fase adulta / numero inicial de ninfas) x 100]; b)

tempo para atingir a fase adulta, em dias; c) peso individual de machos e fémeas no dia em



89

que atingiram a fase adulta; d) nimero de graos por panicula, calculado pela razdo entre o
nimero de grios formados e o numero de paniculas por planta; e) esterilidade de
espiguetas, obtida pela contagem de espiguetas estéreis e expressa em porcentagem em
relacdo ao numero total de espiguetas por panicula e f) graos picados, pela contagem do
nimero de graos picados e expresso em porcentagem em relagdo ao numero total de graos
cheios por panicula. As trés tltimas varidveis foram obtidas pela colheita das paniculas de
cada vaso, seguidas de trilha e separacdo manual de grios cheios, picados e espiguetas
estéreis. Foram realizadas sete repeti¢des com 10 insetos por tratamento, os dados foram
submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey (P < 0,05),
utilizando o software SPSS® versio 18.0.

4.2.7 Efeito da aplicacio de metil jasmonato e acido salicilico em plantas de
arroz na ocorréncia de O. pugnax e qualidade de graos a campo

O ensaio foi realizado na Estagdo Experimental do Arroz em Crowley, LA, EUA.
Parcelas de arroz da cultivar Cocodrie, com 7,14 m? espacadas em 1 m, foram
pulverizadas com as solucdes controle (etanol), MeJa 2mM, MeJa SmM, AS 8mM ou AS
16mM. As plantas estavam entre os estadios R4 e RS da escala de Counce et al. (2000) e
foram aspergidas com um pulverizador costal pressurizado a CO2 com um volume de
aproximadamente 60 litros de calda/ha. Foram avaliados o nimero de percevejos-do-grao
no momento imediatamente anterior a aplicagdo dos tratamentos € 1, 4, 6, 9, 12, 15, 19 ¢
22 dias ap0s a pulverizacao, com dez golpes com rede entomoldgica (0,4 m didmetro x 0,7
m de profundidade) por parcela. O material coletado foi transferido para um saco pléastico,
levado ao laboratorio de entomologia e triado. O delineamento experimental foi de blocos
ao acaso, com trés repeti¢des. O nimero de percevejos encontrado foi submetido a analise
de medias repetidas utilizando modelos mistos lineares, considerando o tempo como

medida repetida.
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Quando as plantas atingiram o estddio R9, 15 paniculas foram colhidas
manualmente nas parcelas, sem critérios de escolha (apenas evitando-se as linhas da
bordadura), identificadas e colocadas em um trilhador de paniculas. Os graos cheios,
picados e as espiguetas estéreis foram manualmente separados apds a trilha e contados. O
nimero de graos por panicula foi obtido pela razdo do niumero de graos cheios de cada
amostra por 15 paniculas. A esterilidade de espiguetas foi obtida pela contagem de
espiguetas estéreis e expressa em porcentagem em relacdo ao numero total de espiguetas
por panicula. A propor¢do de graos picados foi registrada pela contagem do niimero de
graos picados e expresso em porcentagem em relacdo ao niumero total de graos cheios. Os
resultados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de

Tukey (P <0,05).



4.3 RESULTADOS

4.3.1 Coleta e identificacao dos volateis

Dos compostos identificados nas paniculas do arroz em GC-EM, foram
quantificados apenas seis (a-pineno, (+)-3-careno, B-pineno, 1-hexanol-2-etil, azuleno e
salicilato de metila), considerados os mais frequentes entre os tratamentos e as repeti¢des
(Figuras 15 e 16).

Houve diferenca na quantidade de substancias emitidas em fun¢do de tratamento
(Tabela 4). O sesquiterpeno a-pineno foi a Gnico que ndo variou (H = 3,45; gl =5; P >
0,05). No entanto, a emissdo de P-pineno, também sesquiterpeno, aumentou com a
aplica¢do de todos os fitormdnios (H = 26,902; gl = 5; P = 0,0001), mas nao foi induzida
pela herbivoria. O monoterpeno (+)-3-careno foi emitido em maior quantidade apenas por
plantas submetidas a herbivoria e ao AS 8 mM (H = 24,95; gl = 5; P < 0,001). Para o 1-
hexanol-2-etil, um volatil de folha verde, também foi registrada maior quantidade
liberada ap6s a inducdo com estes dois tratamentos, além do AS 16 mM (H = 28,17; gl =
5 P < 0,03). As respostas registradas para o azuleno e salicilato de metila foram
semelhantes, ou seja, em todos os tratamentos, com exce¢do do MeJa 2mM para o
primeiro, observou-se um incremento na quantidade liberada (azuleno: H = 26,27; gl = 5;

P <0,01; salicilato de metila: H = 28,22; gl = 5; P <0,001).
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Figura 15. Cromatogramas dos extrtos de aeracao de paniculas de arroz de plantas aspergidas com etanol (controle) (A), herbivoria por cinco fémeas
de Oebalus pugnax (B), metil jasmonato 2 mM (C). Os nimeros indicam os principais compostos identificados a partir de padrdes
auténticos 1) a-pineno; 2) (+)-3-careno; 3) B-pineno; 4) 1-hexanol-2-etil; 5) azuleno; 6) salicilato de metila.
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Figura 16. Cromatogramas dos extratos de aeracdo de paniculas de arroz de plantas aspergidas com metil jasmonato 5 mM (A), acido salicilico 8 mM
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Tabela 4. Quantidade média (ug) £ EP dos compostos mais frequentes emitidos (6 horas de extragdo) por paniculas de arroz de submetidas a
diferentes tratamentos. Tratamentos MeJa: metil jasmonato nas concentragdes 2 mM e 5 mM; AS 4cido salicilico nas concentragdes 8§ mM
e 16 mM; Herbivoria: plantas previamente submetidas a herbivoria de cinco fémeas de Oebalus pugnax; Etanol: ImL etanol + 200 mL
agua destilada; Controle: dgua destilada.

Composto Tempo de  Etanol (controle) Herbivoria Mela 2mM MelJa 5SmM AS 8mM AS 16mM
retencdo (min)

a-pineno 9,01 0,978 £0,3310a 1,141 +0,0601 a 1,088 +£0,0012a 1,084 +0,0001 a 1,085+0,0100a 1,076+0,0001 a
(+)-3-careno 9,09 0,001 £0,0010b 1,041 £0,0324a 0,003 +0,0019b 0,001 £0,0176 b 1,055+0,0010a 0,988 + 0,0001 ab
B-pineno 10,53 0,001 £0,0011c 0,072+0,0412¢ 0,628 £0,0473 b 1,020+£0,0144a 0,618 +0,0366b 1,077 £0,0001 a
1-hexanol-2-etil 12,42 0,001 £0,0010d 1,595+0,0394b 0,031 £0,0166d 0,007 +0,0001d 1,037+0,0176 ¢ 2,081 +0,0536 a
Azuleno 17,33 1,238 £0,2701b 2,416 £0,0355a 0,692 +0,2384b 2,058 +0,0093 a 1,961 +£0,0034a 2,345+0,0426a
Salicilato de metila 17,7 2,940 + 0,2601 ¢ 4,104 +£0,2941b 4,587+ 0,1155b 3,041 £0,4454b 4,588 £0,6901 b 6,397 +0,9789 a

Médias seguidas pela mesma letra, na linha, ndo diferem pelo teste de Dunn ao nivel de significancia de 5%

149
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4.3.2 Avaliacao do metil jasmonato e acido salicilico no desenvolvimento de

O. pugnax e em componentes de rendimento de grios
Nao houve diferenca entre os tratamentos para as varidveis sobrevivéncia (F =

1,911; gl = 5; P=0,122), peso de machos (F = 0,624; gl =5; P = 0,683) e de fémeas (F =

1,22; gl = 5; P = 0,329). O tempo de desenvolvimento, por sua vez, foi maior para os

percevejos que se alimentaram em plantas aspergidas com AS 16 mM do que plantas

controle (F = 5,536; gl = 5; P =0,001), mas foi igual ao de insetos que se alimentaram de

plantas tratadas com AS 8mM e MeJa SmM (Tabela 5).

Tabela 5. Sobrevivéncia (%), peso (mg) de machos e fémeas e tempo de desenvolvimento
(dias) (= EP) de ninfas de terceiro instar de Oebalus pugnax até a fase adulta
em plantas de arroz mantidas em casa de vegetagdo ¢ submetidas aos seguintes
tratamentos: plantas aspergidas com solucdo etanol (controle), herbivoria por

cinco fémeas de O. pugnax, metil jasmonato 2mM, metil jasmonato SmM,
acido salicilico 8mM, 4cido salicilico 16mM e (n = 10).

Tratamento Sobrevivéncia  Peso de Peso de Tempo de
(%) machos (mg) fémeas (mg)  desenvolvimento
(dias)

Controle (etanol) 51,4+£4,36™ 26,5+1,94"™ 35,7+3,02™ 16,2 £0,5a
Herbivoria 442 +£5,19 26,9+ 1,41 31,4 £1,78 16,8 £0,3a
MeJA 2mM 41,4+723 258+2,47 33,0+1,48 16,3 +0,5a
MeJA 5SmM 356 +5,19 269+3,18 37,3+1,66 17,0 £0,4 ab
AS 8mM 35,7£6,60 299+247  347+£2091 17,3 £0,4 ab
AS 16mM 356 +429  284+094  32,9+1,36 184+04b
CV (%) 34,9 18,3 15,9 6,9

*Médias seguidas por letras diferentes, na coluna, diferem pelo teste de Tukey ao nivel de significancia de
5%.

O numero de graos por panicula, em casa de vegetacdo, variou entre tratamentos,
sendo superior nas plantas tratadas com AS 16 mM, MeJa 5 mM e MelJa 2 mM em

relacdo ao controle (F =2,22; gl = 5; P =0,05) (Tabela 6).
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Tabela 6. Nimero médio (= EP) de graos por panicula, esterilidade de espiguetas (%) e
de graos picados (%) de plantas de arroz mantidas em casa de vegetagdo e
submetidas aos seguintes tratamentos: etanol (controle), herbivoria por cinco
fémeas de Oebalus pugnax, metil jasmonato 2mM, metil jasmonato 5SmM,
acido salicilico 8mM e acido salicilico 16 mM (n = 10).

Tratamento Numero de graos Esterilidade de Graos picados

por panicula espiguetas (%) (%)
Controle (etanol) 35,7+16,0b 57,7+ 11,9™ 34,1 £6,86™
Herbivoria 48,2 + 10,7 ab 40,2 + 8,8 21,5+2,67
MeJa 2mM 673+12,8a 37,7+£9,9 22,8 £2,60
MelJa SmM 80,4+219a 37,9+ 10,9 21,9+ 5,31
AS 8mM 63,4+ 12,7 ab 31,4 £8,0 32,6 £9,63
AS 16mM 79,6 £ 14,8 a 284 +3,5 23,6 £2,12
CV (%) 61,7 61,1 53,4

*Médias seguidas por letras diferentes, na coluna, diferem pelo teste de Tukey ao nivel de significancia de
5%.

4.3.3 Efeito da aplicacdo de metil jasmonato e salicilico em plantas de arroz
na ocorréncia de O. pugnax e qualidade de griaos a campo

O numero de espécimes de percevejo-do-grao variou ao longo do tempo (F =
5,47; gl = 8; P =10,001) (Figura 17) e entre blocos (F = 5,46; gl = 2; P = 0,008), mas ndo
entre tratamentos (F = 0,26; gl = 4; P = 0,902) e nem para a interagdo entre tratamento e
tempo (F = 0,364; gl =32; P =0,996).

A esterilidade de espiguetas foi menor nas plantas tratadas com AS 16 mM em
relacdo as da parcela controle (F = 7,005; gl = 14, P = 0,03), mas nao diferiu dos demais
tratamentos. O ntimero de graos por panicula e a porcentagem de grdos picados pelo

percevejo-do-grao ndo variaram entre tratamentos (Tabela 7).
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Figura 17. Flutuacao populacional de Oebalus pugnax em parcelas de arroz irrigado em

pré aplicacdo e apds o tratamento com fitormdénios em quatro estadios

reprodutivos. MeJa (metil jasmonato); AS (4cido salicilico) e mM
(milimolar). Crowley, LA, 2015.

Tabela 7. Nimero médio (= EP) de graos por panicula, esterilidade de espiguetas (%) e
graos picados (%) de arroz em parcelas a campo, submetidas aos seguintes
tratamentos: etanol (controle), metil jasmonato 2 mM, metil jasmonato 5 mM,
acido salicilico 8 mM e acido salicilico 16 mM. Crowley, LA, 2015

Tratamento Graos por panicula Esterilidade (%) Graos

picados (%)
Etanol (Controle) 72,13 £5,7™ 7,71 1,0 a 3,74+ 0,6 ™
MeJa 2 mM 63,46 +£2,0 4,80+ 0,3 ab 2,73 £0,08
MelJa 5 mM 69,68 + 4,6 5,37+0,4 ab 2,71 +£0,2
AS 8§ mM 63,55+5,9 4,93 + 0,8 ab 2,99 +0,5
AS 16 mM 66,95 +23 3,67+0,4Db 2,80+ 0,5
CV (%) 9,63 31,6 25,1

*Meédias seguidas por letras diferentes, na coluna, diferem pelo teste de Tukey ao nivel de significancia de
5%.



4.4 DISCUSSAO

A excegdo do a-pineno, houve aumento na emissdo dos compostos secundarios
avaliados ap6s a herbivoria de O. pugnax, com destaque para o salicilato de metila, que
teve acréscimo de emissdo em todos os tratamentos em relacdo ao controle. Estudos
sobre os mecanismos de producdo destes compostos mostram que estes podem ser
desencadeados por indutores especificos dos herbivoros que ativam as rotas de
sinalizacdo e a atividade de genes relacionados a defesa das plantas (Kessler & Baldwin,
2001). Zhao et al. (2010) ndo observaram aumento no nivel de éacido salicilico em
plantas submetidas a herbivoria por larvas de S. frugiperda, mas obtiveram maior
emissao de salicilato de metila pelas plantas atacadas. Em plantas de arroz que sofreram
herbivoria por larvas de C. medinalis, assim como nas tratadas com acido salicilico,
houve incremento no nivel endégeno deste acido, o que atuou no aumento de produgdo
do inibidor de proteinase tripsina (Xia et al., 2011). Yang et al. (2004) também
observaram que apo0s a infec¢do por patdgeno ou a percepcao de algum estresse, o nivel
de 4cido salicilico e seus conjugados aumentaram significativamente em plantas de arroz.

Sao poucos os trabalhos relacionados a defesa de plantas de arroz e a presenca de
hemipteros. Este grupo de insetos alimenta-se nos tecidos vasculares, inserindo o
aparelho bucal entre as células, causando pequeno dano ao tecido. Por isso, ¢ provavel
que as plantas nao ativem as mesmas respostas que ao dano mecanico, mas reajam com
respostas tipicas ao ataque por patogenos (Gatehouse, 2002). Um estudo realizado em

arroz mostrou que infestacdo prévia pela cigarrinha S. furcifera induziu resisténcia ao
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fungo causador da brusone, Magnaporthe oryza B.Couch (Kanno et al., 2012). Os autores
sugeriram que o aumento da concentragdo de compostos secundarios no tecido das
plantas pode estar relacionado a herbivoria do hemiptero, induzindo a resisténcia ao
fungo. Em arabidopsis, a senescéncia da folha, modulada pelo gene regulado pelo 4cido
salicilico PHYTOALEXIN DEFICIENT 4, foi correlacionada com o aumento da
resisténcia ao afideo M. persicae (Pegadaraju et al., 2005). Em heteroptera, foi constatado
que fémeas do percevejo-do-colmo 7. limbativentris foram mais atraidas por volateis das
plantas de arroz sem dano de coespecificos. De forma contraria, fémeas do parasitoide 7.
podisi foram significativamente mais atraidas aos extratos de plantas danificadas por
fémeas deste percevejo. Os autores sugeriram que as plantas de arroz possam estar
emitindo compostos de defesa que induzem a antixenose em fémeas de 7. limbativentris
atuando também na defesa indireta atraindo inimigos naturais (Machado et al., 2014).

A maioria das respostas a herbivoria ¢ ativada por sinais mediados pelo acido
jasmonico e acido salicilico. Nossos resultados corroboraram esta afirmagdo, pois foi
constatado que a aplicagdo exodgena de ambos os fitormdnios desencadearam maior
emissdo de 1-hexanol-2-etil, salicilato de metila, azuleno, (+)-3-careno e B-pineno, sendo
a maioria envolvida em mecanismos de defesa de plantas.

O composto 1-hexanol-2 etil pertence ao grupo dos volateis de folhas verdes, que
sdo produzidos pela rota da enzima lipoxigenase e emitidos principalmente em resposta
ao dano mecanico (Gigot et al., 2010). Este grupo de compostos volateis ¢ relacionado
também ao recrutamento de inimigos naturais de herbivoros (Matsui, 2006). Salicilato de
metila ¢ derivado do acido salicilico, que em plantas ¢ metilado pela enzima &cido
salicilico carboxil metiltransferase (Zubieta et al., 2003; Sendon et al., 2011). Em arroz, a
atividade desta enzima ¢ governada pelo gene OsBISAMT, que tem a expressao induzida
pelo 4cido salicilico e jasmonico, pela infec¢do por patdgenos e por danos mecanicos (Xu

et al., 2006; Zhao et al., 2010). Este composto de defesa ¢ frequente em volateis de
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plantas que sofreram herbivoria, j4 encontrado em soja (Zhu & Park, 2005), arabidopsis
(Snoeren et al., 2010), milho (Degen et al., 2012) e arroz (Machado et al., 2014). Ja foi
comprovada a agao de repeléncia a herbivoros (Groux et al., 2014; Wei et al., 2014) e de
atracdo de inimigos naturais (Mallinger et al., 2011; Rodriguez-Soana et al., 2011),
sugerindo que esta substancia, isoladamente ou em combinagdao com outros, ¢ um sinal de
defesa direta e indireta de plantas. O sesquiterpeno azuleno foi observado em arroz pela
primeira vez por Hinge et al. (2016) nos graos de uma variedade do grupo Basmati, este,
assim como o 3-careno, bem como outros terpenos, foram considerados pelos autores
como responsaveis pela caracteristica aromatica da variedade AM-157. Nao ha registro
destes volateis na defesa de plantas, no entanto, como a presenca dos mesmos aumentou
apos a herbivoria, supomos que os mesmos podem também atuar desta forma.

A presenga de compostos secundarios também pode estar associada a ativagao de
enzimas envolvidas na defesa de plantas. Chowhan ef al. (2011) observaram que plantas
de arroz expostas a B-pineno tem maior atividade das enzimas polifenol oxidades e
peroxidases, ativadas a partir de estresses oxidativos, indicando o carater de defesa desse
composto.

No que se refere ao desenvolvimento de O. pugnax, nossos resultados
evidenciaram que a aplicagdo de AS 16 mM em plantas de arroz ndo influenciou nos
indices de sobrevivéncia, mas aumentou o tempo para atingir a fase adulta. Em ensaios
com plantas de amendoim, a aplicagdo exdgena de 4cido salicilico em concentracdo 16
vezes menor que a utilizada no nosso trabalho resultou na ativacdo de enzimas como a
PAL (fenilalanina amonio liase) e APX (ascorbato peroxidase), causando maior
resisténcia a herbivoria de larvas de H. armigera (War et al., 2015). No entanto, a
solugdo 100 uM de acido salicilico em tomateiro ndo aumentou a mortalidade de cinco

pragas da cultura (Kawazu et al. 2012). E possivel supor que a concentragio de
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fitormonio utilizada e as respostas de defesa da planta dependem de diversos fatores
como a espécie da planta e do inseto envolvidos nesta interagao.

Nao foi observada a influéncia dos tratamentos com MeJA, AS 8 mM e
herbivoria nos parametros bioldgicos de O. pugnax. Recentemente, Qi et al. (2016)
observaram que o tratamento de plantas de arroz com metil jasmonato nao elevou o nivel
de acido jasmoénico nos tecidos da planta, e argumentam que a enzima carboxil
metiltransferase metila e desmetila o acido jasmonico de acordo com a disponibilidade
endogena, balanceando o nivel deste hormonio, diferentemente de outras espécies. Esse
pode ter sido um fator limitante a indu¢do de defesas, reduzindo a magnitude dos
resultados, uma vez que € necessario o aumento do nivel de 4cido jasmonico nos tecidos
da planta para que o processo de inducdo de defesa seja desencadeado. De forma
diferente, Cheng et al. (2007), observaram que o gene OsTPS3, responsavel pela
producdo dos principais sesquiterpenos em arroz, ¢ ativado pelo tratamento com MelJa. A
indugdo de defesa direta por acido jasmoénico a cigarrinha marrom N. lugens, utilizado
nas concentragdes de 2,5 mM e 5 mM foi registrada por Senthil-Nathan ez al. (2009). Os
autores atribuiram a menor sobrevivéncia, fecundidade ¢ as deformidades nos insetos
desenvolvidos em plantas tratadas ao menor consumo e assimila¢do do alimento ingerido.

Nos tratamentos com metil jasmonato e acido salicilico 16 mM, o nimero de
graos por panicula no ensaio realizado em casa de vegetagdo diferiu do tratamento
controle, ndo havendo diferenca entre as duas doses do MeJa. Este resultado pode estar
relacionado ao fato de que tanto o metil jasmonato como o acido jasmonico induzem a
defesa de plantas da mesma forma que a herbivoria, aumentando a atividade de enzimas
como a polifenol oxidase, peroxidase, lipoxigenase, fenilalanina amdnio liase e inibidores
de proteinase, entre outras (Zhou et al., 2009; Yang et al., 2013). Esta diferenca, no

entanto, ndo foi observada no bioensaio de campo, provavelmente pelo fato dos insetos
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nao estarem confinados como no ensaio de casa de vegetagdo e, consequentemente, terem
tido a possibilidade de se movimentar e provar outras paniculas.

Em campo, a esterilidade de grao foi menor em plantas tratadas com o acido
salicilico 16 mM em relagdo ao controle. Este resultado provavelmente ¢ decorrente da
emissao de salicilato de metila, um dos compostos identificados neste trabalho em plantas
de arroz com reconhecida atividade na defesa de plantas. Apesar de nao ter sido
constatada uma diferenga significativa, foi possivel observar uma tendéncia a menor
presenca do percevejo nas parcelas tratadas com AS 16 mM no campo, principalmente
durante o estdgio R6, no qual o arroz se encontra na fase de grao leitoso e “massa mole”,
mais favordvel a alimentacdo do percevejo. Assim, a emissdo de maior quantidade de
salicilato de metila, 1-hexanol-2-etil e PB-pineno, entre outros, ¢ as diferencas nos
componentes de rendimento apos o tratamento com AS 16 mM podem ser indicativo de
algum processo de repeléncia de O. pugnax.

Este estudo evidenciou que plantas de arroz possuem mecanismos de defesa que
podem ser ativados com a utilizagdo exdgena de fitormdnios, principalmente o 4cido
salicilico 16 mM, sendo que esta defesa se reflete na alteragdo no tempo de
desenvolvimento do percevejo O. pugnax, bem como, em alguns pardmetros de
rendimento do arroz. Estes mecanismos, se melhores estudados, podem auxiliar na

redu¢do do uso de agrotoxicos, aumentando a sustentabilidade em sistemas agricolas.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Os semioquimicos avaliados nesse estudo sdo potenciais ferramentas para o
manejo de duas importantes espécies percevejos da cultura do arroz, T. limbativentris e
O. pugnax.

O feromonio do percevejo-do-colmo ainda nao foi completamente elucidado. Até
0 momento, apenas a mistura quaterndria de isémeros do zingiberenol havia sido
avaliada, sem capturas significativas. Este trabalho foi o primeiro que investigou misturas
binarias, apresentando resultados promissores. Contudo, fatores como a quantidade e
propor¢ao de isdomeros, tipo de dispersor, taxa de liberacdo, tipo e espagamento entre
armadilhas entre outros, devem ser avaliados. Estudos sobre a ecologia e comportamento
sexual do inseto também podem otimizar o uso desta ferramenta.

O 4cido salicilico, na concentragdo de 16 mM, alterou a emissdo de compostos
organicos volateis da planta de arroz nas cultivares BR-IRGA 409 e Cocodrie, avaliadas
em diferentes estadios de desenvolvimento. Nos dois sistemas este tratamento induziu a
emissdo de salicilato de metila de forma semelhante a herbivoria e modificou o
comportamento ou desenvolvimento dos insetos, diminuindo a preferéncia do 7.
limbativentris, aumentando a atragdo do 7. podisi e aumentando o tempo necessario para
O. pugnax atingir a fase adulta. Este estudo também tem um caréter pioneiro, pois ndo ha
trabalhos na literatura que tenham avaliado o uso de fitormonios como mecanismo de
defesa de plantas de arroz a pentatomideos. A inducdo de resisténcia pelo uso de

indutores pode ser usada como uma ferramenta para a modificagdo do comportamento de
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insetos em programas de manejo integrado de pragas que utilizam estratégias como o
push-pull e atrai-e-recompensa. Recentemente, a biologia molecular também tem focado
nas rotas que desencadeiam a producdo dos compostos organicos volateis de defesa para
producdo de sementes com o estado fisiologico alterado, capazes de responder de forma
mais rapida e robusta a stress — tecnologia chamada de priming. Outros estudos também
devem ser conduzidos, em especial em relacdo as doses aplicadas e o efeito em outros
organismos, uma vez que o tratamento com hormoénios pode causar outras alteragdes na

planta e no sistema onde estd inserida.
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