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RESUMO

ULHOA, L.A. Influéncia de semioquimicos emitidos por plantas de arroz no
comportamento de Tibraca limbativentris, Glyphepomis spinosa (Heteroptera:
Pentatomidae) e Telenomus podisi (Hymenoptera: Platygastridae). 2018. Dissertacao
(Mestrado em Agronomia: Fitossanidade) - Escola de Agronomia, Universidade Federal de
Goiés, 2018.

Tibraca limbativentris Stal é um dos insetos mais prejudiciais a cultura do
arroz no Brasil, principalmente em cultivos irrigados. Glyphepomis spinosa Campos &
Grazia € um percevejo com importancia econdmica ainda secundaria, porém a frequéncia
de sua ocorréncia vem aumentando nas regides Centro-Oeste e Norte do Brasil. Para se
defender desses percevejos, as plantas podem emitir compostos organicos volateis que
atuam diretamente como substancias repelentes ou toxicas, ou indiretamente, como
atrativas aos inimigos naturais auxiliando na localizagdo de seus hospedeiros. Estudos
relacionados a comunicacdo quimica entre insetos e plantas sdo fundamentais para o
entendimento do processo de busca pelo hospedeiro e podem ser usados na manipulagédo
das pragas e inimigos naturais no campo. Os objetivos deste trabalho foram identificar os
compostos organicos volateis constitutivos e induzidos por herbivoria emitidos por plantas
de arroz e avaliar a influéncia desses volateis no comportamento de busca dos percevejos
T. limbativentris e G. spinosa e do inimigo natural, o parasitoide de ovos Telenomus podisi
Ashmead. Foram coletados voléateis de plantas da variedade BRS Pampa sem injuria e
com injuria de duas fémeas virgens (adultas) dos percevejos T. limbativentris e G.
spinosa, por até 144 horas. As amostras foram analisadas por cromatografia gasosa
acoplada a detector de ionizacdo de chamas (CG-DIC) e cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG-EM). As respostas de fémeas virgens e
acasaladas de T. limbativentris e G. spinosa e de fémeas acasaladas de T. podisi, foram
avaliadas em olfatdbmetro “Y”. As plantas responderam a injuria através da producédo de
volateis, principalmente os sesquiterpenoides. Fémeas virgens de T. limbativentris
tiveram preferéncia por plantas sadias e ar (auséncia de plantas) do que por plantas
injuriadas. Fémeas virgens de G. spinosa tiveram preferéncia por ar do que por plantas
injuriadas. O parasitoide de ovos T. podisi teve preferéncia por plantas injuriadas por T.
limbativentris do que por plantas sadias. T. podisi também teve preferéncia por plantas
injuriadas por G. spinosa do que por ar. Os resultados mostram que as plantas de arroz
liberam compostos de defesa, que atuam diretamente repelindo os percevejos T.
limbativentris e G. spinosa e indiretamente atraindo o inimigonatural T. podisi.

Palavras-chaves: Oryza sativa, compostos organicos volateis, percevejos, parasitoide de
0VO0s.

1 Orientador: Ph.D. José Alexandre Freitas Barrigossi. Embrapa Arroz e Feijéo.
Coorientadora: Dra. Maria Carolina Blassioli Moraes. Embrapa Cenargen.



ABSTRACT

ULHOA, L.A. Influence of semiochemicals emitted by rice plants on the behavior of
Tibraca limbativentris, Glyphepomis spinosa (Heteroptera: Pentatomidae) and
Telenomus podisi (Hymenoptera: Platygastridae). 2018. Dissertacdo (Mestrado em
Agronomia: Fitossanidade) - School of Agronomy, University Federal of Goias, 2018.

Tibraca limbativentris Stal is one of the stink bugs most harmful to rice
cultivation in Brazil, mainly in irrigated environment. Glyphepomis spinosa Campos &
Grazia is a stink bug of secondary economic importance, but often occurs in rice fields in
the Midwestern and Northern regions of Brazil. To defend against these stink bugs, plants
can emit volatile organic compounds that act directly as repellent or as toxic substances, or
indirectly, by attracting natural enemies. Studies on chemical communication between
insects and plants are fundamental to understand the host searching process, and can be
used to manage insect pests and natural enemies in the field. The objectives of this work
were to identify the constitutive and herbivore - induced volatile organic compounds
emitted by rice and to evaluate the influence of these volatiles on the searching behavior of
the stink bugs T. limbativentris and G. spinosa and their natural enemy, the egg parasitoid
Telenomus podisi Ashmead. The volatiles were collected from rice (BRS Pampa) without
injury and with injury imposed by two virgin females (adults) of T. limbativentris and G.
spinosa, for up to 144 hours. The samples were analyzed by gas chromatography coupled
to a flame ionization detector (CG-FID) and gas chromatography coupled to mass
spectrometry (GC-MS). The responses of virgin and mated females of T. limbativentris and
G. spinosa and virgin females of T. podisi were evaluated in a "Y-tube" olfactometer. The
rice plants responded to injury producing volatiles, especially the sesquiterpenoids. Virgin
females of T. limbativentris preferred heathy plants and air (control without plants) than by
injured plants. Virgin females of G. spinosa females preferred air than by injured plants.
The egg parasitoids T. podisi preferred injured plants by T. limbativentris than by healthy
plants. T. podisi also preferred injured plants by G. spinosa than by air. The results show
that rice plants release defense compounds that act directly repelling the stink bugs T.
limbativentris and G. spinosa and indirectly attracting the natural enemy T. podisi.

Key-words: Oryza sativa, volatile organic compounds, stink bugs, egg parasitoid.

1 Adviser: Ph.D. José Alexandre Freitas Barrigossi. Embrapa Rice and Beans.
Co-adviser: Dra. Maria Carolina Blassioli Moraes. Embrapa Cenargen.



1 INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) é o alimento basico de mais da metade da populacédo
mundial, ocupando uma posicdo estratégica sob o ponto de vista econdmico e social em
todos continentes (FAO, 2013). Aproximadamente 160 milhdes de hectares de arroz séo
cultivados anualmente no mundo e a producdo mundial estimada do gréo é de 478 milhdes
de toneladas (USDA, 2017). A producdo de arroz no Brasil, na safra de 2016/17, foi de
12,3 milhdes de toneladas (CONAB, 2017).

A produtividade do arroz no Brasil, em todos os sistemas de plantio, € afetada
pela ocorréncia de muitas espécies de pragas, destacando-se 0s percevejos Tibraca
limbativentris Stal, 1860 (Heteroptera: Pentatomidae) (Ferreira et al., 1997; Martins et al.,
2004; Souza et al., 2008) e Glyphepomis spinosa Campos & Grazia, 1998 (Heteroptera:
Pentatomidae) (Alves et al., 2012).

No Brasil, o percevejo-do-colmo, T. limbativentris € encontrado na maioria das
regides produtoras de arroz, causando sérios danos nos diferentes sistemas de cultivo,
principalmente em cultivos irrigados (Ferreira et al., 1997; Martins et al., 2004). Este
inseto pode causar perdas na producdo de até 80%, dependendo da fase de
desenvolvimento da planta em que o ataque ocorre (Ferreira, 1998). Este inseto suga a
seiva nos colmos das plantas de arroz e causa mais prejuizo quando ocorre na fase
reprodutiva (final da floracdo/inicio da emissdo das paniculas) ocasionando o sintoma
conhecido como “panicula-branca” (Barrigossi & Martins, 2006; Martins et al., 2009).

O percevejo G. spinosa tem sido observado em varios municipios produtores
de arroz dos Estados de Goias, Tocantins, Mato Grosso e Sdo Paulo. Este inseto suga a
seiva nos colmos, de forma semelhante ao percevejo T. limbativentris. A infestacdo e a
alimentacdo se ddo em qualquer estagio de crescimento da planta (Alves et al., 2012).
Apesar de sua importancia econdmica ainda ser secundaria, a frequéncia de sua ocorréncia
nas lavouras vem aumentando nos altimos anos (Alves et al., 2012). Quando a infestacao
se da no estagio de perfilhamento ocorre a morte do colmo, produzindo o sintoma
conhecido como “coragdo morto” (Alves et al., 2012). Na fase reprodutiva a infestacéo

também pode ocasionar o sintoma da “panicula-branca”.
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O método mais utilizado para o controle dos percevejos no campo é a aplicacdo
de inseticidas quimicos, como os organofosforados, ciclodienos e piretroides (Sosa-Gomez
& Silva, 2010). Embora este método seja eficaz no controle destas pragas, existem varios
problemas derivados do seu uso, principalmente os relacionados a saude humana
(Benedetti et al., 2013), ao impacto ambiental (Fearnside, 2001) e ao frequente
aparecimento de populacbes resistentes aos inseticidas (Spark & Nauen, 2015). Os
inseticidas quimicos podem também afetar os insetos polinizadores (Rundlof et al., 2015) e
0s inimigos naturais que podem atuar como agentes de controle bioldgico das pragas
(Bueno et al., 2017).

O parasitoide de ovos Telenomus podisi Ashmead, 1893 (Hymenoptera:
Platygastridae) é capaz de estabelecer-se como agente de controle biologico de percevejos,
sendo por vezes o parasitoide mais abundante encontrado em posturas de heteropteros
(Medeiros et al., 1997; Godoy et al., 2005; Maciel et al., 2007; Riffel et al., 2010; Idalgo et
al., 2013). O parasitismo em ovos de T. limbativentris j& foi constatado em arrozais do
Maranhdo (Maciel et al., 2007), Santa Catarina (Riffel et al., 2010) e Rio Grande do Sul
(Idalgo et al., 2013). Observacbes em campo mostraram que T. podisi possui alto potencial
de parasitismo natural de ovos do percevejo T. limbativentris, tendo-se registrado 75% de
parasitismo (Riffel et al., 2010; Idalgo et al., 2013). O parasitoide T. podisi tem muitos
hospedeiros, tais como 0s pentatomideos: Euschistus heros Fabricius, 1798 (Heteroptera:
Pentatomidae), Piezodorus guildinii Westwood, 1837 (Heteroptera: Pentatomidae), Nezara
viridula Linnaeus, 1758 (Heteroptera: Pentatomidae) (Medeiros et al., 1997; Pacheco &
Corréa-Ferreira, 2000; Godoy et al., 2005) e T. limbativentris (Maciel et al., 2007; Riffel
et al., 2010; Idalgo et al., 2013). Estudos da biologia desse parasitoide (Pacheco & Corréa-
Ferreira, 1998), bem como da sua viabilidade de multiplicacdo em laboratério (Peres &
Corréa-Ferreira, 2004) reforcam seu potencial de utilizagcdo em programas de controle
biologico (Laumann et al., 2010). Entretanto, h4 necessidade de estudos visando o
melhoramento de técnicas para a sua producdo e utilizagdo em larga escala nas lavouras de
arroz.

Muitos estudos tém sido conduzidos com o objetivo de compreender a
comunicagdo quimica entre plantas, insetos herbivoros, inimigos naturais e o uso de
semioquimicos no manejo integrado de pragas. Os semioquimicos possuem potencial para
substituir ou auxiliar os métodos convencionais de controle e monitoramento populacional

de pragas (Vilela & Pallini, 2002). O desenvolvimento de cultivares resistentes com a
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capacidade de liberar compostos defensivos que repelem as pragas e atraem 0s inimigos
naturais, ou a aplicacdo da forma sintética desses compostos no campo poderia fazer parte
das estratégias usadas no manejo integrado de pragas do arroz.

As plantas desenvolveram diversos mecanismos fisicos e/ou quimicos de
defesa contra o ataque de insetos herbivoros, patdgenos e estresse abiotico (Price et al.,
1980; Dicke, 1994; De Moraes et al., 1998; Hoballah & Turlings, 2001a; Mazid et al.,
2011a,b). Na defesa quimica, a planta emite uma série de compostos decorrentes do seu
metabolismo secundario, os quais podem atuar diretamente sobre os herbivoros como
substancias dissuasivas, repelentes ou todxicas, ou indiretamente, como atrativas aos
inimigos naturais que os ajudam a localizar seus hospedeiros (Dicke, 1994; De Moraes et
al., 1998; Dicke & Van Loon, 2000; Colazza et al., 2004a; Moraes et al., 2005, 2009). Os
principais compostos de defesa derivados do metabolismo secundario estdo dentro das
classes dos terpendides, volateis verdes de plantas (da rota biossintética das lipoxigenases)
e compostos aromaticos (da rota bioessintética do acido chiquimico). Vérios estudos vém
mostrando que o dano provocado por herbivoria ativa os sistemas de defesas direta e
indireta das plantas (De Moraes et al., 1998; Moraes et al., 2005, 2008;). Experimentos
com plantas de arroz demonstraram que T. limbativentris teve preferéncia por compostos
volateis liberados por plantas sadias e o parasitoide de ovos T. podisi foi atraido por plantas
injuriadas por T. limbativentris (Machado, 2011). A identificacdo desses compostos
volateis na comunicacdo quimica entre plantas, insetos herbivoros e inimigos naturais é
fundamental para o entendimento do processo de busca pelo hospedeiro e pode ser usado
na manipulagdo das pragas e inimigos naturais que sdo importantes para o controle
biolégico no campo.

Portanto, os objetivos desse estudo foram identificar os compostos organicos
volateis constitutivos e induzidos por herbivoria emitidos por plantas de arroz e avaliar a
influéncia desses volateis sobre o0 comportamento de busca dos percevejos T. limbativentris

e G. spinosa e do inimigo natural, o parasitoide de ovos T. podisi.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CULTURA DO ARROZ

O arroz ¢ uma monocotileddnea pertencente a ordem Poales, familia Poaceae,
género Oryza, cuja espécie mais conhecida e estudada é Oryza sativa. A cultura do arroz é
ainda predominante em paises em desenvolvimento. Este cereal é o alimento basico para
cerca de 2,4 bilhdes de pessoas e, segundo estimativas, estes valores tendem a aumentar
consideravelmente, devido ao aumento da populacdo mundial (Embrapa, 2014). Isto se
deve ao fato do arroz ser rico em carboidratos (74-87%), proteinas (9-11%), lipideos (0,4-
2.5%) e fibras (3-12%) (Storck, 2004).

O arroz é cultivado em todos os continentes, mas no asiatico a producdo
equivale a 90% do total mundial. No continente americano equivale a 5%, no europeu 5%,
no africano 4% e na oceania 0,5% da producdo mundial (Embrapa, 2013). O Brasil esta
entre os dez maiores produtores mundiais, mantendo uma media préxima entre o consumo
(Figura 1) e a producdo (CONAB, 2017).
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Principais consumidores de arroz em 2015/16
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Figura 1. Principais consumidores de arroz no mundo entre os anos 2015/16. Fonte:
USDA - Elaboracéo: Sistema FARSUL / AssessOria econdmica.

Aproximadamente 95% da populacdo brasileira consome arroz. A principal
fonte de consumo do arroz é na forma de grédos inteiros, sendo classificados em funcédo do
método de processamento pds-colheita, como arroz branco polido, arroz parboilizado e
arroz integral. No Brasil o arroz branco polido € o mais consumido, representando 70% do
consumo total. O segundo mais consumido é o arroz parboilizado, com aproximadamente
25%, porém seu consumo vem aumentando nos Gltimos anos. Restando o arroz integral
com 3 a 4% do consumo brasileiro (Elias et al., 2012).

A planta de arroz € bastante versatil, pois se adapta a diferentes condicdes de
solo e clima, portanto apresenta um grande potencial para o combate da fome no mundo
(Embrapa, 2005). No Brasil, ha dois grandes ecossistemas para a cultura do arroz: terras
baixas, em que normalmente se cultiva 0 arroz com irrigacdo por inundacdo controlada

(Figura 2), e terras altas, podendo haver irrigacdo suplementar por asperséo (Figura 3).
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Figura 2. Lavoura de arroz com irrigacdo por inundagdo controlada (terras baixas). Foto:
EMBRAPA.

Figura 3. Lavoura de arroz com irrigacdo suplementar por aspersao (terras altas) Foto:
EMBRAPA.

O cultivo do arroz irrigado por inundacdo se concentra na regido Sul do Brasil,
principalmente nos estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina, responsaveis por 78%

da producdo nacional (Embrapa, 2016). O arroz de terras altas é cultivado principalmente
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na regido do Cerrado brasileiro, nos estados de Goias, Mato Grosso, Para e partes do
Maranh&o (Embrapa, 2016).

Existem muitos obstaculos para o aumento da produtividade do arroz no Brasil,
como por exemplo, aqueles relacionados ao estresse hidrico e a temperatura, competicdo
com plantas invasoras e incidéncia de pragas e doencas (Balardin & Borin, 2001;
Machado, 2011). Dentre os insetos que causam danos econdémicos ao arroz em nivel
nacional, estdo os percevejos, Tibraca limbativentris, Oebalus poecilus Dallas, 1851
(Hemiptera: Pentatomidae) e Oebalus ypsilongriseus De Geer, 1773 (Hemiptera:

Pentatomidae) os mais importantes (Ferreira, 1998).

2.2 Tibraca limbativentris

O percevejo-do-colmo Tibraca limbativentris destaca-se como um dos insetos
mais prejudiciais a cultura do arroz no Brasil, principalmente em sistemas de cultivo por
inundacdo (Ferreira et al., 1997; Martins et al., 2004). A praga pode provocar prejuizos na
produtividade em até 90% quando ha grandes infestacGes. Sdo observados danos deste
inseto nas plantas a partir do segundo instar. A picada na base dos colmos na fase
vegetativa provoca o aparecimento do sintoma conhecido como “coragdo-morto” e o
sintoma da “panicula-branca”, quando ocorre na fase reprodutiva das plantas de arroz
(Costa & Link, 1992a; Ferreira et al., 1997; Silva et al., 2004).

A percepc¢do do ataque se torna dificil, pois a praga se aloja na base do colmo
das plantas, e nem sempre a infestacdo € percebida a tempo de realizar os procedimentos
de prevencdo ou combate. Dados da literatura mostram que o0 inseto torna-se mais
prejudicial quando infesta as plantas de arroz na fase reprodutiva (pré - floracdo/inicio da
emissdo das paniculas) (Barrigossi & Martins, 2006; Martins et al., 2009). Costa & Link
(1992a) verificaram que a infestagdo com densidade de um percevejo/m? na fase
vegetativa reduz a producdo em 58,7 kg/ ha e na fase reprodutiva reduz a producdo em
65,16 kg/ ha.

As posturas de T. limbativentris ocorrem na superficie das folhas e possuem,
aproximadamente, 20 ovos agrupados dispostos alternadamente em duas ou mais fileiras.
Os ovos séo de formato cilindrico, medindo 1 mm de comprimento e 0,8 mm de largura
possuem coloracdo esverdeada, escurecendo com a proximidade da ecloséo das ninfas
(Figura 6) (Botton et al., 1996; Ferreira et al., 1997; Silva et al., 2004).
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Figura 6. Postura de Tibraca limbativentris. Foto: José Francisco de Arruda e Silva.

A fase de ovo tem duracdo média de sete dias e a sobrevivéncia é de
aproximadamente 89% (Botton et al., 1996; Silva et al., 2004). O periodo ninfal de T.
limbativentris apresenta cinco instares (Figura 7; Figura 8) (Ferreira et al., 1997). Em
condicGes controladas de laboratdrio, Silva et al (2004) observaram a duracdo do periodo

ninfal de 55,4 dias, sendo que o quarto ou quinto instar foram os de maior duracéo.

Figura 7. Ninfas de segundo instar de Tibraca limbativentris. Foto: José Francisco de
Arruda e Silva.
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Figura 8. Ninfas de quinto instar de Tibraca limbativentris. Foto: Lucas Adjuto Ulhoa.

Os adultos de T. limbativentris séo de coloragdo marrom escuro ventralmente e
marrom claro (dorso). A cabeca € triangular com dois ocelos e dois olhos salientes. O térax
possui pronoto desenvolvido e escutelo em formato triangular. O abdome é encoberto pelas
asas do tipo hemiélitro e pelo escutelo. As fémeas medem 13,7 mm de comprimento e 7,4
mm de largura e os machos medem 12,5 mm de comprimento e 7,1 mm de largura
(Ferreira et al., 1997; Gallo et al., 2002). A regido terminal do abdémen do macho e da

fémea é diferente pela presenca da genitélia externa (Figura 9).

Figura 9. Adultos de Tibraca limbativentris: A) fémea; B) macho. Foto: Rita de Céassia de
Melo Machado.
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O ciclo de vida de T. limbativentris a uma temperatura media de 26 °C € de
aproximadamente 60 dias (Prando et al., 1993; Silva et al., 2004). Entretanto, em casa de
vegetacdo, com temperatura média de 28 °C, Botton et al (1996) observaram um ciclo de
vida de 37,5 dias. Foi observado que outros pentatomideos apresentam duracao de ciclo
semelhante, tais como Nezara viridula e Euschistus heros, com 37 e 39 dias,
respectivamente (Silva et al., 2004).

De acordo com Silva et al (2004) fémeas de T. limbativentris atingem
maturidade sexual em 14,2 + 7,48 dias ap0s a emergéncia, periodo maior do que o
observado nos machos, 11,3 + 6,86 dias. As fémeas apresentaram periodo de oviposi¢do de
39,2 £ 30,3 dias em que depositaram 92,2 + 27,4 ovos/fémea, e longevidade de 59,3 + 25,2
dias, menor que a longevidade dos machos, 68,5 *+ 23,6 dias (Silva et al., 2004).

O local preferido pelo inseto para alimentacdo e reproducdo € entre os colmos
da parte inferior das plantas de arroz. Esse local apresenta condi¢des favoraveis ao seu
desenvolvimento, como temperatura, umidade e protecdo. Durante os horarios mais
quentes do dia, os adultos sobem para o topo das plantas (Barrigossi & Martins, 2006).

Durante a entressafra da cultura do arroz, T. limbativentris hiberna por 4 a 6
meses em plantas de véarias espécies hospedeiras proximas as lavouras de arroz. Sao
encontrados hibernando na base das plantas perto do solo, pois é um local com maior
umidade. Depois desse periodo de hibernacdo, cerca de 20 dias apds a emergéncia das
plantas de arroz os adultos invadem as lavouras (Barrigossi & Martins, 2006).

Para reduzir a populacdo do percevejo-do-colmo, é recomendado reduzir o
namero de plantas hospedeiras que servem de refigio no interior e ao redor das lavouras,
diminuir os restos culturais e os materiais que podem servir de abrigo ao percevejo na
entressafra da cultura. A utilizacdo de variedades tolerantes também é importante para o
manejo do inseto (Ferreira et al., 1997; Souza et al., 2008; Pazini et al., 2012). Entretanto,
0s inseticidas quimicos sdo a principal forma de controle de T. limbativentris,
principalmente devido ao seu baixo custo (Martins et al., 2009). As pulveriza¢des
normalmente sdo pouco eficazes no controle de ninfas e adultos, pois o inseto fica
protegido na base dos colmos. O controle bioldgico é outro método que pode ser usado no
manejo do percevejo, tais como a aplicacdo de fungos entomopatogénicos (Martins et al.,
2004; Nussenbaum & Lecuona, 2012) e o uso de inimigos naturais (Maciel et al., 2007;
Machado, 2011; Farias et al., 2012).
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2.3 Glyphepomis spinosa

Glyphepomis spinosa é uma espécie de percevejo recentemente descrita nos
campos de arroz nos estados da regido Centro-Oeste e Norte do Brasil. Os adultos sdo
geralmente de cor negra e sdo marcados ventralmente com faixas alaranjadas (Figura 10)
(Campos & Grazia, 1998). A biologia e a ecologia do G. spinosa e os fatores que afetam

sua dindmica populacional ainda ndo sdo amplamente conhecidos.

Figura 10. Adulto de Glyphepomis spinosa. Foto: José Alexandre Freitas Barrigossi.

A infestacdo e alimentacdo do inseto podem ocorrer em qualquer fase de
crescimento da planta (Alves et al., 2012). Ninfas (Figura 11; Figura 12) e adultos se
alimentam na base de hastes sugando a seiva da planta. Devido a sua alimentacdo, uma
leséo é formada e ocorre colapso no tecido, e a translocacéo da seiva € interrompida. Se a
infestacdo ocorrer na fase vegetativa das plantas, resulta na morte da parte central do
colmo, causando o sintoma chamado de “coracdo morto”. As folhas tornam-se clor6ticas

ou castanhas com acentuada reducdo no nimero de perfilhos (Alves et al., 2012).
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Figura 11. Ovos e ninfas de segundo instar de Glyphepomis spinosa. Foto: Lucas Adjuto
Ulhoa.

Figura 12. Ninfa de terceiro instar de Glyphepomis spinosa. Foto: José Alexandre Freitas
Barrigossi.

N&do foram observados injurias diretamente nas paniculas, mas se o ataque
ocorrer durante o estagio reprodutivo, pode levar a formacdo de “paniculas brancas”
(Alves et al., 2012).

O comportamento alimentar e os danos causados por G. spinosa sdo muito
semelhantes ao dos percevejos Scotinophara coarctata Fabricius, 1798 (Heteroptera:
Pentatomidae) (Morrill et al., 1995) e Tibraca limbativentris (Botton et al., 1996, Ferreira
etal., 1997).

As perdas de rendimento registadas para S. coarctata variam de 14,7% para as
variedades resistentes a 23,0% para as suscetiveis (Heirichs et al., 1987). Para T.
limbativentris, as perdas variam de 5% a 80%, dependendo do estagio de desenvolvimento
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da planta (Ferreira, 1998). Estas perdas de rendimento sdo devidas a espiguetas nao
preenchidas e ao numero reduzido de perfilhos.

Considerando o tempo médio de desenvolvimento de ovo a adulto (37,2 dias) e
0 periodo de pré-oviposicdo (12,9 dias), o tempo para uma geracdo é de aproximadamente
50 dias. Estima-se que G. spinosa possa completar duas a trés geracgdes durante o ciclo da
cultura, considerando que a duragdo do ciclo das variedades de arroz é de 110 dias. Sendo
assim cada casal pode gerar, por geracao, uma prole de 52 adultos viaveis em menos de 60
dias (Alves et al., 2012).

A longevidade das fémeas € de cerca de 53,5 dias e dos machos de 61,7 dias.
No campo, infestagdes por G. spinosa comecam 30 dias ap0s a semeadura, quando 0s
adultos passam dos refugios para os campos de arroz (Alves et al., 2012).

Para controlar populacdes de G. spinosa, é recomendado usar 0s mesmos

métodos de controle usados para o percevejo T. limbativentris (descricdo no item 2.2).

2.4  Telenomus podisi

O parasitoide de ovos Telenomus podisi € um importante agente de controle
natural de percevejos devido principalmente as suas caracteristicas bioldgicas e
comportamentais (Vinson & Iwantsch, 1980; Laumann et al., 2010). T. podisi atua como
regulador natural de populacGes de diversas espécies de percevejos, incluindo Tibraca
limbativentris na cultura do arroz (Figura 13) (Maciel et al., 2007; Riffel et al., 2010;
Idalgo et al., 2013) e Euschistus heros na soja (Medeiros et al., 1997; Pacheco & Corréa-
Ferreira, 2000).
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Figura 13. Ovos de Tibraca limbativentris parasitados por Telenomus podisi. Foto: Lucas
Adjuto Ulhoa.

Este parasitoide utiliza sinais quimicos e fisicos para buscar seus hospedeiros
(Borges et al., 1999, 2003; Laumann et al., 2009). Dentre os sinais quimicos, 0s rastros
deixados pelos hospedeiros, constituidos principalmente por hidrocarbonetos cuticulares,
sdo importantes mediadores para T. podisi encontrar seus hospedeiros (Lagod,
2016). Alguns estudos tém mostrado que o parasitoide de ovos T. podisi, reconhece alguns
sinais fisicos e quimicos emitidos pelo percevejo marrom, E. heros (Corréa-Ferreira, 1986;
Peres & Corréa- Ferreira, 2004).

Plantas injuriadas pelos insetos liberam uma gama de compostos orgéanicos
volateis, que sdo posteriormente utilizados pelos inimigos naturais (parasitoides e
predadores) como pistas, para localizarem seus hospedeiros ou presas (Dicke, 1999).
Estudos mostraram que o parasitoide T. podisi também responde aos volateis liberados
pelas plantas apds o ataque do percevejo-marrom para diferentes cultivares de soja
(Moraes et al., 2005; Michereff et al., 2011) e para volateis de plantas induzidos pelo
fitormonio (Z)-jasmone (Moraes et al., 2009). Estudos de campo sugerem que 0 uso de
cultivares que produzem maior quantidade de compostos organicos volateis tem maior

potencial de atrair parasitoides (Michereff et al., 2016).
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O parasitoide T. podisi tem sido criado em laboratério em ovos de E. heros, e
utilizado em programas de manejo e controle de percevejos da soja (Peres & Corréa-
Ferreira, 2004). O sucesso de parasitismo deste inseto é devido a habilidade de encontrar
seus hospedeiros (Tognon et al., 2013). Além do uso de informagcbes quimicas, 0s
comportamentos de aprendizagem e memoria sdo fatores importantes na orientacdo do T.
podisi (Tognon et al., 2013). Estudos adicionais de comportamento sdo necessarios para
viabilizar o uso deste organismo em programas de controle bioldgico de pentatomideos.

Assim como outros parasitoides de ovos, os Telenominae ocasionam a morte
do hospedeiro, seja por efeitos toxicos de substancias injetadas pela fémea durante a
oviposi¢cdo nos ovos do hospedeiro, seja pelo proprio crescimento do embrido do
parasitoide que consome 0s nutrientes do ovo hospedeiro (Borges et al., 1999; Parra et al.,
2002).

2.5 INTERACAO INSETO-PLANTA

Plantas e insetos herbivoros coevoluiram durante milhGes de anos, e acredita-se
que essa interacdo gerou a grande diversidade de plantas e insetos que habitam o nosso
planeta (Stahl et al., 2018). Ao longo do seu ciclo de vida, as plantas estdo sujeitas a
diferentes estresses bidticos e abidticos. Estresses bidticos sdo provocados principalmente
por bactérias, virus, fungos, nematoides, acaros, insetos, mamiferos e outros animais
herbivoros. Estresses abidticos sdo aqueles causados por mudancas de temperatura,
deficiéncia hidrica e irradiacdo, por exemplo (Kefeli et al., 2007). Todos estes fatores séo
responsaveis pela reducdo na produtividade de culturas importantes em todo o mundo. A
interacdo entre insetos e plantas pode ser benéfica para ambos. As plantas fornecem aos
insetos fonte de alimento, protecéo e abrigo e os insetos contribuirem com a dispersdo de
sementes e a polinizacdo. Entretanto, essa interacdo também pode ser negativa tanto para
as plantas como para os insetos. Por exemplo, a planta pode ser injuriada pelo inseto ou
servir como sitio de oviposicéo (Souza, 2015), o que pode afetar a qualidade, fotossintese,
crescimento, fenologia e capacidade reprodutiva das plantas (Del Claro, 2004). No geral, o
ataque de insetos herbivoros desencadeia uma resposta de defesa da planta para se proteger
do agressor, que pode produzir compostos quimicos defensivos que tém acdo negativa
sobre o inseto (De Moraes et al., 1998; Moraes et al., 2005, 2008).



24

Para se proteger desses estresses, as plantas desenvolveram diferentes
mecanismos de defesa, 0s quais podem ser constitutivos ou induzidos. Mecanismos
constitutivos sdo aqueles que sdo continuamente expressos e independe de algum estresse
biotico ou abiodtico. Enquanto que, os mecanismos induzidos sdo expressos somente
quando ocorre algum estresse bidtico (injaria de insetos) ou abiético (Stout, 2013). Em
ambos 0s mecanismos de defesa a acdo sobre 0 agente agressor pode ser direta ou indireta
(De Moraes et al., 1998; Moraes et al., 2005, 2008).

A defesa direta das plantas contra insetos pode ser de natureza fisica ou
quimica (Kessler & Baldwin, 2002). Na defesa fisica as plantas podem utilizar de suas
caracteristicas morfoldgicas tais como espinhos, pilosidades, tricomas ou mesmo aumentar
a deposicdo de substancias quimicas como cutinas, ceras, suberinas e silicatos nas folhas
formando uma “barreira” fisica. Todas estas caracteristicas fisicas tém um efeito direto
sobre o inseto agressor impedindo ou evitando a sua atuacdo na planta (Lara, 1991; Lucas
et al., 2000). Na defesa quimica direta as plantas produzem compostos organicos volateis e
ndo volateis nos locais da injuria (Dudareva et al., 2006) ou de forma sistémica (Rdse et
al., 2005) para repelir os herbivoros, atraves da toxicidade direta ou reduzindo a
digestibilidade dos tecidos vegetais. Como exemplo de compostos que reduzem a
digestibilidade podemos citar a producéo de inibidores de protease que inibem as enzimas
digestivas dos insetos (Heil & Karban, 2010). A atuacdo dos inibidores da protease
provoca uma deficiéncia de aminoacidos que vao influenciar diretamente o crescimento e
desenvolvimento do inseto (Pompermayer et al., 2001). As enzimas polifenol oxidases sdo
geralmente encontradas em tecidos vegetais infectados e s&o consideradas como enzimas
antinutritivas, pois diminuem o valor nutritivo de plantas danificadas por herbivoria
(Koiwa et al., 1997). Estas enzimas catalisam a hidroxilacdo de monofendis, presentes nos
ferimentos, para o-difendis e posterior oxidacdo destes para quinonas. As quinonas tém
acao antimicrobiana e os polimeros podem atuar como taninos (reduzem a digestibilidade),
formando complexos com proteinas (Tamayo et al., 2000). Os volateis liberados pelas
plantas também podem ter um efeito direto sobre a oviposi¢do tais como a producdo de
benzoato de benzila, que é uma substancia ovicida (Seino et al 1996).

As defesas indiretas agem principalmente atraindo organismos do terceiro nivel
trofico, os inimigos naturais dos insetos herbivoros (parasitoides ou predadores). Os
compostos de defesa derivados do metabolismo secundario sdo sinais que ajudam o0s

inimigos naturais a localizarem seus hospedeiros (Dicke, 1994; De Moraes et al., 1998;
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Dicke & Van Loon, 2000; Colazza et al.,, 2004a; Moraes et al., 2005, 2009). Esses
compostos, no geral, sdo terpendides, volateis verdes de plantas (da rota biossintética das
lipoxigenases) e compostos aromaticos (da rota bioessintética do acido chiquimico). A
composicao dos volateis liberados depende das substancias indutoras presentes na saliva
dos insetos (De Moraes et al., 1998; Paré & Tumlinson, 1998), da idade da planta, da
variedade da planta (Hare, 2011) e do tipo de dano que a planta sofre. Os insetos de habito
alimentar sugador (percevejos, cigarrinhas, pulgdes) induzem principalmente a producéo
de volateis da rota do acido chiquimico e insetos de habito alimentar mastigador (besouros,
lagartas) induzem a producdo de compostos da rota do acido jasménico (Smith & Boyko,
2007; Heil, 2008; Michereff et al., 2011).

Vaérios trabalhos na literatura mostram, em experimentos de laboratorio e em
situacGes de campo, que volateis liberados pelas plantas atacadas por herbivoros podem
atrair insetos predadores e parasitoides (Dicke et al., 1999; Kessler & Baldwin., 2001). Foi
observado que a resposta aos volateis podem ser especifica, ou seja, os predadores ou
parasitoides podem identificar o individuo ou mesmo instares especificos das presas ou
hospedeiros (Turlings & Benrey, 1998). No entanto, predadores generalistas também
podem ser atraidos por componentes individuais da mistura de volateis, que sao
comumente emitidos apds o ataque de diferentes espécies de insetos herbivoros (Kessler &
Baldwin, 2001). Além de fornecer informacBes para 0s inimigos naturais sobre a
localizacdo dos insetos herbivoros, plantas também fornecem alimento e abrigo para

predadores e parasitoides (Agrawal & Rutter, 1998).



3 MATERIAL E METODOS

O cultivo das plantas de arroz das variedades BRS Pampa, BRS Pampeira, BR
- IRGA 409 e BR - IRGA 424 foram realizadas na Fazenda Palmital, da Embrapa Arroz e
Feijdo em Brazabrantes, Goias (16° 26° 14” S e 49° 23° 50” O). A criacdo dos insetos, 0
cultivo das plantas de arroz da variedade BRS Pampa e os bioensaios foram realizados na
Embrapa Arroz e Feijdo, em Santo Ant6nio de Goiés, Goias (16° 30” 09” S ¢ 49° 16° 55”
0). A coleta dos compostos volateis das plantas de arroz e as analises quimicas foram
realizadas na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, em Brasilia, Distrito Federal
(15°43°52”Sed7° 54’ 06” O).

3.1 PLANTAS

Para selecionar uma variedade com potencial para produzir volateis que
influenciam no comportamento dos insetos foram escolhidas ao acaso quatro variedades de
arroz: BRS Pampa, BRS Pampeira, BR - IRGA 409 e BR - IRGA 424. As variedades
foram cultivadas nas mesmas condi¢fes, em ambiente desprotegido no campo. Apos 35
dias da semeadura as plantas foram transplantadas em vasos pequenos e levadas ao
laboratdrio para a coleta de volateis e a analise quimica. A variedade BRS Pampa foi
selecionada para conduzir os experimentos (descricdo no item 3.4). Para a obtencéo das
plantas de arroz da variedade BRS Pampa, foi feita a semeadura em bandejas de isopor

(Figura 14). A irrigacdo automatica foi feita diariamente.

Figura 14. Bandeja de isopor para o plantio do arroz BRS Pampa.
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Apos 10 dias nas bandejas, as plantas com 8 colmos foram transplantadas em
vasos pequenos e adubadas com NPK 5-30-15. Adubacbes de cobertura com ureia foram
aplicadas a cada 10 dias. Em todos os experimentos as plantas de arroz estavam com 35

dias apds o plantio (Figura 15).

Figura 15. As plantas de arroz da variedade BRS Pampa transplantadas em pequenos
vasos. Estavam com 35 dias ap6s o plantio e foram usadas em todos 0s
experimentos.

Os vasos foram mantidos em casa de vegetacdo em temperatura de 35 + 1°C,
umidade relativa de 65 + 10 % e fotoperiodo de 14L: 10E. Tanto a semeadura em bandejas,
quanto o transplantio das plantas para os vasos foram realizados semanalmente para

garantir o suprimento de plantas para a realizagdo dos bioensaios.

3.2 CRIAGCAO DOS PERCEVEJOS

As colbnias dos percevejos Tibraca limbativentris e Glyphepomis spinosa
foram mantidas em casa de vegetacdo em vasos com plantas de arroz da cultivar BR-IRGA

409, cobertas com tecido tuller/voil para impedir que os insetos se dispersassem (Figura
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16). As plantas de arroz foram trocadas periodicamente, verificando a sua qualidade e
viabilidade para o desenvolvimento dos percevejos. Foram colocados de 100 a 120

percevejos por vasos com planta de arroz.

Figura 16. Gaiolas de criagdo dos percevejos Tibraca limbativentris e Glyphepomis
spinosa.

A cada dois ou trés dias, sempre no periodo da manhd, devido a temperatura
apresentar-se mais amena (0 que provoca uma menor movimentagdo dos insetos na planta),
as gaiolas foram verificadas, realizando a limpeza, a remog&o de ovos e insetos mortos e
renovando a quantidade de agua que foi colocada no prato abaixo do vaso de cada planta.
Com este procedimento se evitou 0 excesso de umidade no solo e a proliferacdo de fungos
entomopatogénicos.

As posturas dos percevejos encontradas nas plantas foram retiradas e
posteriormente levadas ao Laboratério de Entomologia. Os ovos foram mantidos em caixas
gerbox, forradas com papel toalha Umido, até a eclosdo. Cada caixa gerbox continha de
100 a 120 ovos (Figura 17).
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Figura 17. Posturas dos percevejos em caixa gerbox forrada com papel toalha.

Para garantir a umidade adequada para 0s ovos e ninfas de 1° instar nas caixas
gerbox, foi borrifado agua destilada diariamente. E foi feito 0 acompanhamento dos ovos
até se tornarem ninfas de segundo instar (Figura 18). Quando atingiram o segundo instar,
as ninfas foram levadas a casa de vegetacdo, sendo cuidadosamente transferidas para as
plantas de arroz (Figura 19). Ao atingir a fase adulta os insetos foram cuidadosamente
retirados das plantas para sua utilizacdo nos experimentos.

Figura 18. Ninfas de primeiro e segundo instares dos percevejos em caixa gerbox forrada
com papel toalha.



30

Figura 19. Infestacdo das plantas de arroz com ninfas de segundo instar para a manutencao
da coldnia dos percevejos.

3.3 CRIACAO DE Telenomus podisi

Foram usados ovos de Tibraca limbativentris e Glyphepomis spinosa para a
manutencdo da colbnia do parasitoide Telenomus podisi. A criagdo foi mantida em
laboratério com temperatura de 29 + 1° C, dentro de caixas gerbox, forradas com papel
toalha (Figura 20).

Figura 20. Caixas gerbox com criagdo do parasitoide de ovos Telenomus podisi.
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A umidade adequada para os parasitoides foi garantida borrifando agua
destilada diariamente nas caixas gerbox. Os parasitoides foram alimentados com gotas de
mel duas vezes por semana. Ap6s 48 horas da emergéncia, as fémeas acasaladas foram
separadas para os bioensaios. Parte dos adultos foi transferida para novas caixas gerbox

com ovos de T. limbativentris ou G. spinosa para incubagéo e manutencéo da col6nia.
3.4 COLETA DE VOLATEIS DAS PLANTAS DE ARROZ

Para selecionar uma planta de arroz com potencial para produzir volateis
que influenciam no comportamento dos insetos, foram testadas quatro variedades: BRS
Pampa, BRS Pampeira, BR - IRGA 409 e BR - IRGA 424. As plantas estavam com 35
dias de idade.

A coleta de volateis das plantas foi realizada em camara de vidro de 10 litros
em um sistema de aeracdo, onde 0 ar entrava nas camaras de vidro por meio de um
compressor com fluxo de ar a 1,0 L/min conectado a um filtro de carvdo ativado,
garantindo a entrada de ar purificado. A retirada do ar foi feita através de uma bomba de
véacuo com vazdo de 0,8 L/min, conectada a um tubo de vidro com polimero adsorvente
Porapak Q (80-100 “mesh”, Supelco), via conexdes de politetrafluoretileno (PTFE),
criando um sistema de pressdo positiva. Esse sistema é conhecido do inglés como push-
pull (com entrada e saida de ar) (Figura 21).

K Bomba de vacuo

l Fluxémeto
Adsorvente
_—~ Bombade pressdo

g E Carvéo ativado

Fluxémetro

Figura 21. Diagrama do sistema push-pull de coleta de volateis. Fonte: Diego Martins
Magalhées.
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Os volateis foram coletados de plantas sadias (sem injaria) por 24 horas e
para cada variedade foram utilizados dois individuos. A analise quimica por CG-DIC e
CG-EM (descricdo das analises abaixo), mostrou que a variedade BRS Pampa € a que
libera a maior quantidade de volateis constitutivos. Desta forma, esta variedade foi
escolhida para conduzir os estudos comportamentais com 0s insetos.

Na coleta de volateis da variedade BRS Pampa, as plantas estavam com 35
dias de idade. Os vasos foram envoltos com papel aluminio, para minimizar a
contaminacdo com volateis do solo, e individualizados em cémaras de vidro de 10

litros (sistema push-pull) (Figura 21; Figura 22).

Figura 22. Sistema push-pull de coleta de volateis das plantas de arroz.

Para a injdria de herbivoria duas fémeas virgens de Tibraca limbativentris ou
duas fémeas virgens de Glyphepomis spinosa, com cinco dias na fase adulta, submetidas a
24 horas de jejum, foram colocadas nas plantas de arroz da variedade BRS Pampa. As

fémeas foram escolhidas para fazer as infestacdes, pois ndo liberam o feroménio
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sexual e necessitam de uma maior demanda de recursos para a viabilizagdo da prole,
desta forma, poderiam induzir uma maior resposta de defesa da planta.

Foram conduzidas 6 repetices para cada tratamento: plantas com injdria por T.
limbativentris, plantas com injuria por G. spinosa e plantas sadias. Os volateis foram
coletados a cada 24 horas no adsorvente polimérico Porapak Q (80-100 “mesh”, Supelco)
durante seis dias consecutivos (Figura 22; Figura 23).

Figura 23. A) Tubo de vidro contendo carvao ativado, B) Tubo de vidro contendo
adsorvente Porapak Q (80-100 “mesh”, Supelco).

Os tubos contendo o adsorvente com os volateis das plantas adsorvidos foram
eluidos com 500 puL do solvente organico n-hexano (Figura 24) e concentrados para 50 pL
com um fluxo de N,. As amostras contendo os volateis das plantas foram armazenadas a -

20°C até sua utilizagdo (Figura 25).
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Figura 24. Procedimento de eluigdo com solvente organico hexano das amostras de
volateis das plantas de arroz.

Figura 25. Procedimento de concentracdo das amostras de volateis das plantas de arroz.

As andlises quimicas das amostras obtidas foram conduzidas utilizando
cromatdgrafo gasoso (CG) acoplado a um detector de ionizacdo por chama (DIC) (Agilent
7890A). Um microlitro de cada amostra foi injetado no CG-DIC usando o injetor no modo
“splitless” ¢ o gas hélio foi utilizado como carreador. Com a temperatura do detector de
ionizacdo de chamas a 270 °C e a temperatura do injetor “splitless” a 250 °C. A analise foi
realizada usando uma coluna DB-5MS (Supelco, comprimento 30 m x diametro interno
0,25 mm x espessura do filme 0,25 um) e o seguinte programa de gradiente de temperatura
foi usado: temperatura inicial foi de 50 °C por 2 min, seguido por um gradiente de
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temperatura de 5 °C /min até 180 °C e por um segundo gradiente de 10 °C/ min, até atingir
a temperatura de 250 °C, e mantido nesta temperatura por 20 minutos. Para a quantificacio
dos volateis, a aliquota de 50 ul de cada amostra de aeracdo foi adicionado o padrédo
interno (PI) tetracosano. A quantificacdo dos compostos liberados pelas plantas a cada
periodo foi conduzida através da comparacdo das areas de cada composto no
cromatograma em relacéo a area do PI utilizado. Os dados foram coletados com o software
GC OpenLAB e analisados usando o programa Excel (Microsoft Office Professional
edicdo 2003®, Microsoft Corporation, EUA).

A analise qualitativa foi conduzida usando espectrometria de massas (EM)
(Agilent 5975 MSD) acoplada a cromatografia gasosa (Agilent 7890A). O espectrometro
de massas foi equipado com um analisador de massas quadrupolar, a fonte de ionizacéo
por impacto de elétrons a 70 eV, e temperatura da fonte de ionizacdo a 130 °C. A
temperatura da interface entre 0 CG e 0 EM foi de 280 'C. A anélise foi conduzida usando
uma varredura de 45 a 400 uma. O programa de temperatura usado foi 0 mesmo descrito
para a analise no CG-DIC. Os espectros de massas obtidos das anélises das amostras de
aeracdo foram comparados com o padrdo de fragmentacdo de padrdes da biblioteca NIST e
Wiley (2008) e com padrdes auténticos, quando disponiveis. As confirmagdes da
identificacdo da estrutura quimica dos compostos foram realizadas através da coinjecao
com os padrdes auténticos e com o calculo do indice de retencdo (IR) para cada composto
e comparado com os valores de IR dos padrbes disponiveis e com dados da literatura
(Pherobase e NIST Webbook).

3.5 BIOENSAIO COM OS PERCEVEJOS

Para determinar se os volateis liberados pelas plantas submetidas aos diferentes
tratamentos, plantas com injaria e plantas sadias, produzem algum efeito no
comportamento de procura de Tibraca limbativentris e Glyphepomis spinosa, foram
conduzidos bioensaios em olfatdometro na forma de “Y”, o0 qual consistia em uma placa
manufaturada de acrilico (26 x 23 cm), com uma cavidade em forma de “Y” (corpo de 12
cm e bragos de 10,5 cm), mantida entre dois vidros de mesmas dimensdes, um translucido
na parte inferior e 0 outro transparente na parte superior, prensados por clipes de papel
(Figura 26).
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Figura 26. Olfatometro na forma de “Y”".

Os bioensaios foram conduzidos utilizando plantas de arroz herbivoradas no
periodo de menor (24 horas apés o inicio da herbivoria) e maior (120 horas apds o inicio
da herbivoria) producdo de volateis induzidos por herbivoria. Esse periodo foi definido
apos a andlise e quantificacdo dos volateis obtidos durante seis dias de coletas. As plantas
com e sem injuria de herbivoria foram inseridas dentro de camaras de polietileno e

conectadas ao olfatdmetro através de tubos de silicone (Figura 27).
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Figura 27. Sistema utilizado para avaliar o comportamento dos insetos em olfatdmetro em
65Y”

O ar filtrado e umedecido passou pela camara de polietileno e circulou no
interior do olfatdmetro com fluxo de 0,6 L/min. Para o escoamento do ar, uma bomba de
succdo foi ligada no extremo oposto a entrada de ar, e regulada para um fluxo de 0,2
L/mim.

Um Unico percevejo adulto foi introduzido na area de liberacdo do olfatbmetro
(Figura 26; Figura 27) e observado por 600 segundos. O monitoramento foi realizado
manualmente com o auxilio de crondmetro. Foram considerados como ndo responsivos 0s
insetos que ndo se movimentaram nos primeiros cinco minutos de observacdo. Foram
avaliadas a primeira escolha (considerada quando o inseto entrou e permaneceu em um dos
bragos por pelo menos 20 segundos) e o tempo de residéncia (tempo de permanéncia total
do inseto em cada bracgo) (Figura 26). As plantas foram trocadas a cada 5 bioensaios, bem
como todo o sistema do olfatbmetro, o qual foi lavado com detergente e dgua. Nessa
ocasido, os bracos do olfatbmetro foram trocados para evitar um efeito da posi¢do na
escolha dos insetos. Foram conduzidas 40 repeti¢es para cada combinagdo de bioensaio.
Cada teste foi realizado com fémeas virgens com 5 a 10 dias na fase adulta e fémeas
acasaladas com 25 a 35 dias na fase adulta. Os insetos foram usados uma unica vez nos

bioensaios. N&o foram feitos bioensaios com machos, pois estudos anteriores
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demonstraram que machos de T. limbativentris ndo distinguiram voléateis de plantas de
arroz injuriadas por co-especifico e plantas de arroz sem injuria (Machado, 2011; Machado
etal., 2014).

Foram realizados os seguintes tratamentos para avaliar a resposta aos volateis
de fémeas virgens e acasaladas de T. limbativentris: a) planta sadia versus ar, b) planta com
injuria de T. limbativentris por 24 horas versus ar, ¢) planta com injdria de T. limbativentris
por 24 horas versus planta sadia, d) planta com injuria de T. limbativentris por 120 horas
versus ar, e) planta com injuria de T. limbativentris por 120 horas versus planta sadia.

Também foram realizados os seguintes tratamentos para avaliar a resposta aos
volateis de fémeas virgens e acasaladas de G. spinosa: a) planta sadia versus ar, b) planta
com injaria de G. spinosa por 24 horas versus ar, ¢) planta com injaria de G. spinosa por
24 horas versus planta sadia, d) planta com injuria de G. spinosa por 120 horas versus ar,

e) planta com injuria de G. spinosa por 120 horas versus planta sadia.

3.6 BIOENSAIOS COM Telenomus podisi.

Para determinar se os volateis liberados pelas plantas submetidas aos diferentes
tratamentos, plantas com herbivoria e plantas sadias, produzem algum efeito no
comportamento de procura do parasitoide de ovos Telenomus podisi, foram conduzidos
bioensaios seguindo o mesmo procedimento descrito no item 3.5. O olfatbmetro utilizado
foi confeccionado em placa de acrilico (19 x 19 cm), com uma cavidade em forma de “Y”
(corpo de 8 cm e bracos de 7,0 cm), mantida entre dois vidros de mesmas dimensdes, um
translucido na parte inferior e o outro transparente na parte superior, prensados por clipes
de papel (Figura 26).

Uma unica fémea de T. podisi foi introduzida na area de liberacdo do
olfatbmetro (Figura 26; Figura 27) e observada por 600 segundos, para 0 registro da
primeira escolha e o tempo de residéncia em cada brago. Cada fémea foi usada somente
uma vez no experimento. As plantas foram trocadas a cada 5 bioensaios, bem como todo o
sistema do olfatdbmetro, o qual foi lavado com detergente e agua. Nessa ocasido, 0s bragos
do olfatbmetro foram trocados para evitar um efeito da posi¢do na escolha dos insetos.
Foram feitas 40 repeticGes para cada combinacdo de bioensaio. Os insetos que ndo se

moveram nos primeiros cinco minutos foram considerados nao responsivos.
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Nos bioensaios, foram utilizadas fémeas acasaladas de T. podisi, com 24 a 48
horas (idade com maior taxa de parasitismo) e sem experiéncia de oviposi¢do. Os
parasitoides que eclodiram de ovos de T. limbativentris foram usados nos bioensaios com
plantas injuriadas por T. limbativentris. Os parasitoides que eclodiram de ovos de G.
spinosa foram usados nos bioensaios com plantas injuriadas por G. spinosa. Os mesmos
procedimentos dos bioensaios com os percevejos foram usados nos bioensaios com o
parasitoide.

Foram realizados 0s seguintes tratamentos para avaliar a resposta aos volateis
de fémeas acasaladas de T. podisi: a) planta sadia versus ar, b) planta com injdria de T.
limbativentris por 24 horas versus ar, c) planta com injuria de T. limbativentris por 24
horas versus planta sadia, d) planta com injuria de T. limbativentris por 120 horas versus
ar, e) planta com injaria de T. limbativentris por 120 horas versus planta sadia, f) planta
com injaria de G. spinosa por 24 horas versus ar, g) planta com injdria de G. spinosa por
24 horas versus planta sadia, h) planta com injdria de G. spinosa por 120 horas versus ar, i)

planta com injaria de G. spinosa por 120 horas versus planta sadia.

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Os volateis totais emitidos pelas plantas submetidas aos diferentes tratamentos
foram analisados aplicando um modelo linear generalizado (GLM), com distribuicéo
Gama, seguido de uma analise de contraste. Para avaliar a influéncia dos compostos na
composicdo dos extratos dos diferentes tratamentos, aplicaram-se técnicas multivariadas
como analise composicional de resposta de curvas principais (PRC) (Moraes et al., 2008,
2009; Michereff et al., 2011). As analises foram feitas utilizando o programa estatistico R
2.14.0 (R Statistical Development Core Team, 2009).

Os dados da primeira escolha dos percevejos e do parasitoide, foram analisados
utilizando regressdo logistica para estimar a probabilidade de escolha em cada um dos
tratamentos. Em seguida, foi aplicado o teste de qui-quadrado de Wald para avaliar a
escolha do inseto (5% de significancia). O tempo de residéncia do inseto em cada braco do

olfatbmetro  (tratamento ou controle) foi submetido ao teste t pareado.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para selecionar uma variedade de arroz para os estudos da acdo dos volateis
emitidos pelas plantas no comportamento dos insetos alvo do estudo, primeiramente foi
feita uma analise da producdo de volateis constitutivos de quatro variedades de arroz: BRS
Pampa, BR - IRGA 409, BR - IRGA 424 e BRS Pampeira. Os resultados demonstraram
que a variedade BRS Pampa foi a Unica que apresentou alguns sesquiterpenos em
quantidades detectaveis pelo CG-EM, como o a-zingibereno (26), a-curcumeno (24) e B-
sesquifelandreno (27), compostos volateis comuns em plantas de arroz, além de proporcées
relativas maiores dos compostos salicilato de metila (16) e linalol (12) e que, em geral,
estdo envolvidos na comunicacdo quimica inseto-planta (Machado et al., 2014, Michereff
et al., 2011). Assim essa variedade poderia ter um maior potencial para produzir volateis e
influenciar o comportamento de herbivoros e de parasitoides. Portanto, a variedade BRS

Pampa foi selecionada para ser usada em todos os experimentos (Figura 28).
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Figura 28. Cromatogramas das amostras de aeracdo dos volateis constitutivo de quatro variedades de arroz: BRS Pampa, BR - IRGA 409 e
BR - IRGA 424 e BRS Pampeira. 1) (E)-2-hexenal, 2) 2-pentylfurano, 3) octanal, 4) 2-etil hexanol, 5) limoneno, 6) desconhecido,
7) feniacetaldeido 8) y-terpineno, 9) desconhecido, 10) 2-nonanona, 11) undecano, 12) linalool, 13) nonanal, 14) desconhecido,
15) desconhecido, 16) salicilato de metila, 17) indol, 18) tridecano,19) ciclosativeno, 20) a-copaeno, 21) tetradecano, 22)
geranilacetona, 23) sesquiterpeno, 24) a-curcumeno, 25) pentadecano, 26) a-zingibereno, 27) p-sesquifelandreno, 28) &-cadineno,
29) hexadecano, C) Contaminagéo.
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Na coleta de volateis de plantas com injaria dos percevejos e plantas sadias
(sem injuria), a anélise estatistica mostrou que houve diferenca entre os trés tratamentos
nas primeiras 24 horas (#* = 10,51; gl = 2; p = 0,005) (Figura 29). A quantidade total de
voléateis produzida foi diferente quando se comparou a producdo de plantas sem injuria e
plantas com injuria de T. limbativentris (t = 2,03; gl = 14; p = 0,05). Porém ndo houve
diferenca quando se comparou a producdo total de volateis de plantas de arroz com injuria
de G. spinosa e plantas de arroz sadia (t = - 0,94; gl = 14; p = 0,36). Houve diferenca
quando comparou-se a producdo total de volateis de plantas injuriadas por 24 horas pelos
percevejos G. spinosa e T. limbativetris (t = 2,48; gl = 14; p = 0,02). Curiosamente o
tratamento com T. limbativentris induziu uma grande quantidade de volateis nas primeiras
24 horas e no periodo 24-48 horas n&o diferiu do controle (t = 1,30; gl = 14; p = 0,21). Isso
pode ser devido ao estresse abidtico (transporte e manuseio das plantas), pois insetos
sugadores provocam danos mais sutis e a inducdo da defesa na planta demora mais
tempo (Ali & Agrawal, 2012; Bonaventure, 2012; Magalhaes et al., 2012). A partir do
periodo de coleta de 48-72 horas de injuria em diante as diferengas foram significativas na
producdo total de volateis entre os tratamentos com injlria dos insetos e as plantas sadias,
mas ndo houve diferenca na producdo total de volateis pelas plantas injuriadas por T.

limbativentris e das injuriadas por G. spinosa (Figura 29; Tabela 1).
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Figura 29. Quantidade média total de volateis + erro padrédo liberados por plantas de arroz
injuriadas pelos percevejos G. spinosa, T. limbativentris e controle (plantas
sadias). Comparagdo estatistica entre os tratamentos no mesmo periodo. A
mesma letra indica que ndo ha diferenca entre o0s tratamentos.
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Tabela 1. Analise estatistica dos volateis totais coletados das plantas de arroz submetidas aos diferentes tratamentos: Planta sadia (PS), Planta
injuriada por T. limbativentris (PIT) e Planta injuriada por G. spinosa (PIG). Anélise de modelos generalizados lineares com
distribuicdo gama, andlise de variancia (variabilidade) e anélise de contrates.

GLM (Anélise de Anédlise de volateis totais (Contraste)

variabilidade) PSx PIT PS x PIG PIT x PIG

0-24 ;52 =10,51;gl=2;p=0,006 t=203;9l=14,p=005 t=-094;91=14,p=0,36 t=248;9l=14;,p=0,02
24 - 48 7 =1021;9l=2;p=0006 t=130;gl=14;p=021 t=2,63;gl=14;p=0,02 t=-175;gl=14;p=0,11
48 - 72 7/=1926;9l=2;p=0001 t=332,9I=13;p=0,05 t=3,15;9I=13;p=0,007 t=-0,45;gl=13;p=0,67
72 - 96 74=9,29; gl = 2; p= 0,009 t=2,14;9l=13;p=0,05 t=243;gl=13;p=0,03 t=-0,61;901=13;p=0,55
96 - 120 ;f =7,89;gl=2;p=0,02 t=223;9l=12;p=004 t=195;gl=12;p=0,05 t=041;gl=12;p=0,68

120-144  4#=21,07;9l=2;p=0,001 t=3,06;gl=13;p=0,009 t=286;gl=13;p=0,01 t=0,54;9l=13;p=0,60

P(horas)
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As curvas obtidas da analise multivariada de curva de resposta principal (PRC)
mostram que o perfil quimico de volateis de plantas injuriadas por herbivoria foi diferente
do perfil quimico de volateis de plantas sem injaria ao longo do tempo. As variaveis,
compostos, responsaveis pela obtencdo das curvas sdo mostradas no eixo Y, a direita do
gréafico (Figura 30). Os compostos com peso maior que 11.01 foram 0s responsaveis pelo
padrdo de curvas geradas pela analise. O primeiro eixo canénico da PRC explicou 78% da
variancia para o tratamento. A anélise de variancia ANOVA obtida através de permutacdes
de Monte Carlo mostrou que as curvas sao representativas dos dados (F = 50,803; p =
0,001). O gréafico da PRC mostra que as principais diferencas ocorreram apds as primeiras
24-48 horas (p = 0,007), 48-72 horas (p = 0,002), 72-96 horas (p = 0,001), 96-120 horas (p
= 0,016), 120-144 horas (p = 0,001). Os compostos com 0s pesos mais altos foram a-
curcumeno (C28), a-zingibereno (C29), a-copaeno (C17), B-bisaboleno (C30), 5-cadineno
(C33), B- sesquifelandreno (C32), B-cariofileno (C20), a-cadineno (C35) e sesquiterpenos
ndo identificados (C19, C22 e C25). Os compostos exo-brecovimin (tentativamente
identificado, ndo havia padrdo disponivel) e o compostos desconhecido 6 também
apresentaram um valor alto dos pesos influenciando as curvas obtidas. Os compostos
benzaldeido (C1), 6-metil-5-hepten-2-ona (C2), B-mirceno (C3), octanal (C4), limoneno
(C5), linalol (C11), nonanal (C12), B-ciclocitral (C14) e um sesquiterpeno néo identificado
(C26) tiveram nenhuma ou pouca influéncia na separacdo dos tratamentos (Figura 30).
Mas isso ndo significa que estes compostos ndo tenham influéncia nas respostas dos
insetos nos bioensaios. Os insetos podem utilizar uma mistura complexa de volateis. No
entanto,é menos provavel que compostos individuais tenham influéncia no comportamento
dos insetos. Estudos mostram que a mistura de volateis e a proporcdo entre 0s
componentes sao sinais usados pelos insetos para reconhecer a planta hospedeira (Bruce et
al., 2008).
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— Plantas de arroz sem dano
— Plantas de arroz com herbivoria de T. limbativentris
~— ~ Plantas de arroz com herbivoria de G. spinosa
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Figura 30. Grafico com as curvas PRC mostrando as curvas de cada tratamento de perfil
de volateis ao longo do tempo. C1) benzaldeido, C2) 6-metil-5-hepten-2-ona,
C3) PB-mirceno, C4) octanal, C5) limoneno, C6) exobrevocomin, C7)
fenilacetaldeido, C8) y-terpineno, C9) desconhecido, C10) y-terpinoleno, C11)
linalool, C12) nonanal, C13) 4-oxoisoforona, C14) B-ciclocitral, C15) indol,
C16) ciclosativeno, C17)a-copaeno, C18) sesquiterpeno, C19) sesquiterpeno,
C20) p-cariofileno, C21) (E)-a-bergamoteno, C22) sesquiterpeno, C23)
geranilacetona, C24) (E)-B-farneseno, C25) sesquiterpeno, C26) sesquiterpeno,
C27) (E)-B-bergamoteno, C28) a-curcumeno, C29) a-zingibereno, C30) B-
bisaboleno, C31) B-curcumeno ou y-cadieneno, C32) B-sesquifelandreno, C33)
d-cadieneno, C34) cadin-1,4-dieno, C35) a-cadieneno.
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Foi constatado que a quantidade total de volateis do grupo dos monoterpenos,
liberada pelas plantas sem injaria (controle), nos periodos de 0-24, 24-48, 48-72, 72-96,
96-120 e 120-144 horas de coleta ndo teve uma variacéo significativa (;* = 6,34; gl =
5, p = 0,27). Portanto, ndo foi necesséario fazer a andlise de contrastes entre 0s
diferentes periodos (horas). No entanto, foram observadas variacfes significativas na
quantidade de volateis do grupo dos arométicos (* = 22,63; gl = 5; p < 0,001) e
sesquiterpernos (#* = 15,64; gl = 5; p = 0,008)( Figura 31).

B Aromaticos M Monoterpenos M Sesquiterpenos

0.8
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Quantidade média total de volateis
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Figura 31. Quantidade média total + erro padrdo de volateis por classe de compostos
liberados por plantas de arroz sadias (controle). O modelo linear generalizado
(GLM) foi aplicado dentro da mesma classe de composto para comparar a
variacdo na producdo de monoterpenos, sesquiterpenos e aromaticos ao longo
do tempo. Mesma letra indica que ndo houve diferenca ao longo do tempo.

Na andlise de contraste foi demonstrado que houve diferenca significativa
na quantidade de volateis aromaticos liberados entre 0-24, 24-48, 48-72, 72-96 e 96-
120 horas quando comparados com 120-144 horas de coleta (Tabela 2). A quantidade
de volateis aromaticos diminui significativamente no ultimo periodo de coleta (120-
144 horas). A quantidade de volateis sesquiterpenoides liberados com 0-24 horas
diminui significativamente quando comparado aos periodos 48-72 horas e 120-144

horas de coleta (Tabela 2). A maior producdo de compostos volateis pelas plantas nas
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primeiras horas de coleta pode ser devido ao estresse abidtico. As plantas foram
transportadas da casa de vegetacdo para o laboratorio e inseridas na cAmera de coleta
de volateis. Apesar dessa variacdo, 0 manuseio das plantas parece ndo ter interferido
na resposta dos insetos, pois eles ndo distinguiram os volateis das plantas injuriadas
por 0-24 horas dos volateis emitidos de plantas sem injurias (Vide resultados dos
bioensaios abaixo).

Tabela 2. Analise de contrastes de volateis dos grupos aromaticos e sesquiterpenos, de

plantas de arroz sadias (controle).

Horas

Aromaticos

Sesquiterpenos

0-24 x 24-48
0-24 x 48-72
0-24 x 72-96
0-24 x 96-120
0-24 x 120-144
24-48 x 48-72
24-48 x 72-96
24-48 x 96-120
24-48 x 120-144
48-72 x 72-96
48-72 x 96-120
48-72 x 120-144
72-96 x 96-120
72-96 x 120-144
96-120 x 120-144

t=0,04; gl =30; p=0,97
t=-0,56; gl =30; p=0,58
t=-0,75; 9l =30; p=0,46
t=-0,74; 9l =30; p=0,46
t=-2,30; 9l =30; p=0,03
t=-0,59; gl =30; p=0,56
t=-0,79;01=30;p=0,44
t=-0,78;91 =30; p=0,44
t=-2,30; gl =30; p=0,03
t=-0,21;91=30; p=0,83
t=-0,20;91=30;p=0,84
t=-2,25; gl =30; p=0,03
t=0,01; gl =30; p=0,99
=-2,23;9l=30; p=0,03
t=-2,23; gl =30; p=0,03

t=-1,36;9l=30; p=0,18
t=-2,12; gl =30; p = 0,04
t=-1,77; gl = 30; p = 0,09
t=-1,21;91=30; p=0,23
t=-2,09; gl =30; p=0,04
t=-1,45; 9l =30; p=0,16
t=-0,70; 9l =30; p=0,49
t=0,21; gl =30; p=0,83
t=-1,38; gl =30; p=0,18
t=10,91; gl =30; p=0,37
t=1,58;gl=30;p=0,12
t=0,12;gl=30; p=0,91
t=0,89; gl =30; p=0,38
t=-0,81;9l=30;p=0,42
t=-151;gl=30;p=0,14

Em plantas injuriadas pelo percevejo T. limbativentris, foi observado que a
quantidade de volateis do grupo dos monoterpenos ndo teve uma variacao significativa
ao longo do periodo avaliado (#* = 3,83; gl = 5; p = 0,57). No entanto, houve variagoes
significativas na quantidade de volateis do grupo aromético (* = 21,76; gl = 5; p <
0,001) e sesquiterperno (* = 23,55; gl = 5, p < 0,001) (Figura 32).
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Figura 32. Quantidade média total de volateis + erro padrdo por classe de compostos
liberados por plantas de arroz injuriadas por fémeas de T. limbativentris. O
modelo linear generalizado (GLM) foi aplicado dentro da mesma classe de
composto para comparar a variagdo na producdo de monoterpenos,
sesquiterpenos e aromaticos ao longo do tempo. Mesma letra indica que ndo

houve diferenca ao longo do tempo.

Na anélise de contraste foi mostrado que houve diferenca significativa na
guantidade de volateis aromaticos liberados entre 24-48, 48-72, 72-96, 96-120 e 120-

144 horas quando comparados com 0-24 horas de coleta. A quantidade de volateis

aromaticos foi decrescente com o passar do tempo. A maior quantidade de aromaticos

no periodo 0-24 horas pode estar relacionada ao estresse abidtico. A quantidade de

volateis sesquiterpenos liberados com 0-24 horas aumentou significativamente quando

comparados com 96-120 horas e 120-144 horas de coleta (Tabela 3).

Tabela 3. Anélise de contrastes de volateis dos grupos aromaticos e sesquiterpenos,
coletados de plantas injuriadas pelo percevejo T. limbativentris.

Sesquiterpenos

Horas Aromaticos
0-24 x 24-48 t=-2,00; gl =29; p=0,05
0-24 x 48-72 =-2,48; gl =29; p=0,02
0-24 x 72-96 t=-2,63;9l=29; p=0,01
0-24 x 96-120 =-2,39;9l=29; p=0,02

t=-1,23;9l=29; p=0,23
t=0,03; gl =29; p=0,98
t=1,06; gl =29; p=0,30
t=198;gl=29;p=0,05
Continua...



Tabela 3 continuagéo.
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Horas Aromaticos Sesquiterpenos
0-24 x 120-144 t=-2,26; 9l =29; p=0,03 t=1,94; gl =29; p=0,05
24-48 x 48-72 t=-0,88;9l=29;p=0,38 t=1,25;91=29; p=0,22
24-48 x 72-96 t=-1,22;91=29;p=0,23 t=1,89; gl =29; p=0,07

24-48 x 96-120
24-48 x 120-144
48-72 x 72-96
48-72 x 96-120
48-72 x 120-144
72-96 x 96-120
72-96 x 120-144
96-120 x 120-144

t=-1,09; gl =29; p=0,28
t=-0,45; gl =29; p=0,66
t=-0,38;91=29; p=0,71
t=-0,30; 91 =29; p=0,77

t=0,45;gl=29; p=0,65
t=0,06; gl =29; p=0,95
t=0,81;gl=29;p=0,42
t=0,71;9l=29;p=0,48

t=2,35; gl =29; p=0,02
t=2,33;g1=29; p=0,03
t=1,04;9l=29;p=0,31
t=1,97; gl =29; p=0,06
t=1,93;9gl=29;p=0,06
t=1,39;91=29;p=0,18
t=1,31;gl=29;p=0,20
t=-0,13; gl =29; p=10,90

Em plantas injuriadas pelo percevejo G. spinosa, foi observado que a
quantidade de volateis do grupo dos aromaticos, nos periodos de 0-24, 24-48, 48-72, 72-
96, 96-120 e 120-144 horas néo tiveram uma variacéo significativa (3* = 10,32; gl = 5,
p = 0,07). No entanto, houve variacdes significativas na quantidade de volateis do grupo
dos monoterpenos (* = 13,65; gl = 5, p = 0,02) e sesquiterpenos (* = 24,08; gl = 5; p <
0,001), nos periodos de 0-24, 24-48, 48-72, 72-96, 96-120 e 120-144 horas (Figura 33).
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Figura 33. Quantidade média total de volateis + erro padrdo por classe de compostos
liberados por plantas de arroz injuriadas por fémeas de G. spinosa. A estatistica
foi aplicada dentro da mesma classe de composto para comparar a variagdo na
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producdo de monoterpenos, sesquiterpenos e aromaticos ao longo do tempo.

Mesma letra indica que ndo houve diferenga ao longo do tempo.

Na anélise de contraste foi mostrado que houve diferenca significativa na
quantidade de volateis monoterpenos liberados entre 24-48, 48-72, 72-96, 96-120
horas quando comparados com 0-24 horas de coleta (Tabela 4). A quantidade de
volateis monoterpenos aumentou no periodo de 24-48 horas em relacédo a 0-24 horas, e
manteve-se constante com o passar do tempo até o ultimo periodo avaliado (120-144
horas). Padrdo similar foi observado para os sesquiterpenos, cuja a quantidade de
volateis liberados com 72-96 horas aumentou da liberada entre 0-24 horas, e se
manteve constante durante o resto do periodo avaliado. Ndo houve diferenca entre os
outros periodos analisados. A quantidade de volateis sesquiterpenos liberados com 0-
24 horas aumentou significativamente quando comparados com 72-96, 96-120 e 120-
144 horas de coleta (Tabela 4). Diferentemente, dos outros tratamentos, nas plantas
injuriadas por G. spinosa a producdo de aromaticos ndo se alterou significativamente
ao longo do tempo. Isso pode ser devido a injuria do percevejo G. spinosa ter sido
percebida pela planta mais cedo (considerando o periodo 0-24 horas como estresse
abidtico) e ativou a defesa contra herbivoria, silenciando a rota do &cido chiquimico

(aromaticos) e ativando a rota do acido jasmdnico (monoterpenos e sesquiterpenos).

Tabela 4. Andélise de contrastes de volateis dos grupos monoterpenos e sesquiterpenos,
coletados de plantas injuriadas pelo percevejo G. spinosa.

Horas Monoterpenos Sesquiterpenos
0-24 x 24-48 t=2,69;9l=19;p=0,01 t=1,36;9l=19;p=0,19
0-24 x 48-72 t=2,04;9l=19;p=0,05 t=1,32;gl=19;p=0,20
0-24 x 72-96 t=2,17;9l=19; p=0,04 t=2,06; gl =19; p=0,05
0-24 x 96-120 t=2,22;9l=19; p=0,04 t=2,42;9l=19;p=0,02
0-24 x 120-144 t=1,24;9l=19;p=0,23 t=2,54;gl=19;p=0,02
24-48 x 48-72 t=-1,09;9l=19; p=0,29 t=-0,05; gl =19; p=0,96
24-48 x 72-96 =-0,92;91=19;p=0,37 t=1,02;gl=19;p=0,32
24-48 x 96-120 t=-0,86;gl=19;p=0,40 t=1,69;9l=19;p=0,11
24-48 x 120-144 =-1,81;9l=19;p=0,08 t=1,94;9gl=19;p=0,07

48-72 x 72-96
48-72 x 96-120
48-72 x 120-144
72-96 x 96-120
72-96 x 120-144
96-120 x 120-144

t=0,20;gl=19;p=0,84
t=0,27; 91 =19;p=0,79
t=-0,92;9l=19;p=0,37
t=0,07;g1=19;p=0,95
t=-1,10;gl=19;p=0,28
t=-1,16; 9l =19; p=0,26

t=1,06; gl =19; p=0,30
t=1,71;9l=19;p=0,10
t=1,96;9l=19;p=0,06
t=0,97;9l=19;p=0,35
t=1,40;9l=19;p=0,18
t=1,57;gl=19; p=0,57
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Pela Tabela 5, observa-se que as plantas injuriadas pelos percevejos T.
limbativentris e G. spinosa liberaram maior quantidade de volateis do grupo dos

sesquiterpenos em relacéo a plantas sadias no periodo de 120-144 horas de coleta.

Tabela 5. Quantidade media total de volateis do grupo dos sesquiterpenos liberados em
ug/24 horas de planta sadias, planta injuriadas por T. limbativentris (PIT) e
plantas injuriadas por G. spinosa (PIG).

Periodos Plantas sadias PIT PIG
0-24 h 0,13 0,39 0,09
24-48 h 0,05 0,19 0,24
48-72 h 0,02 0,4 0,24
72-96 h 0,04 0,72 0,45

96-120 h 0,06 1,68 0,79

120-144 h 0,02 1,56 1,09

Os volateis liberados por plantas que sofreram herbivoria pelos percevejos
T. limbativentris e G. spinosa e de plantas sadias estdo listados na Tabela 6. Como
mostrou a analise de PRC houve variacdo na quantidade liberada dos compostos ao longo
do periodo avaliado quando se compara a emissdo de volateis de plantas sem injdria com a

emissdo dos volateis por plantas injuriadas (Tabela 6).



Tabela 6. Média + erro padréo da quantidade total (ug / 24 h) de volateis liberados pelas plantas de arroz sadias, plantas
de arroz injuriadas pelo percevejo T. limbativentris (PIT) e pelo percevejo G. spinosa (PIG) por 0-24 horas e
96-120 horas.

Compostos RI Plantas sadias PIT PIG PIT PIG
0-24 horas 0-24 horas 96-120 horas ~ 96-120 horas
Benzaldeido 968 0,035+0,017 0,061+0,025 0,012+0,0056 0,024+0,006 0,018 +0,011
6-Metil-5-hepten-2-ona 984 0,021 +£0,003 0,038+0,025 0,014+0,002 0,034+0,016 0,041+ 0,019
B-Mirceno 992 0,033+0,007 0,027 £0,007 0,029+0,013 0,052+0,023 0,184 +£0,101
Octanal 1005  0,055+0,012 0,069+0,027 0,033+0,005 0,025+0,013 0,040 + 0,033
Limoneno 1032  0,038+0,006 0,050+0,016 0,063+0,014 0,223+0,072 0,380+0,111
Exobrevocomin* 1043 - - - 0,036 £0,010 0,021 + 0,005
Fenilacetaldeido 1046 - 0,123 +0,069 0,010+0,007 0,023+0,010 0,005 + 0,001
y -Terpineno 1059 0,018 +0,006 0,027 +0,010 0,010+0,005 0,021+0,016 0,035+0,018
Desconhecido 1069 0,011+0,006 0,065+0,029 0,009+0,003 0,041+0,009 0,040+0,013
Terpinoleno 1087 - 0,248 + 0,086 - 0,007 £ 0,003 0,012 + 0,008
Linalool 1095 0,04+0,012 0,128 +0,053 0,036 +0,005 0,035+0,013 0,051+0,033
Nonanal 1099  0,162+0,032 0,205+0,085 0,079+0,015 0,063+0,036 0,099 + 0,077

4-Oxoisoforona* 1142 - 0,029 + 0,020 - 0,008 + 0,004 -

Continua...



Tabela 6 continuagao.

Compostos RI Plantas sadias PIT PIG PIT PIG

0-24 horas 0-24 horas 96-120 horas ~ 96-120 horas
Terpinen-4-ol 1183 - 0,024 +0,002 0,010+0,010 0,004 + 0,002 -

Salicilato de metila 1194 0,007 £0,004 0,052 £ 0,029 - 0,008 £ 0,005 0,004 + 0,002
B-Ciclocitral 1207  0,149+0,022 0,219+0,088 0,097 £0,007 0,061 +0,028 0,055+ 0,032
Benzotiazol 1229 - 0,021 + 0,005 - 0,007 £0,005 0,020 + 0,012
Indol 1292 0,021 +£0,002 0,051+0,026 0,012+0,006 0,012+0,007 0,018 +0,014
Tridecano 1300 0,043+0,007 0,039+0,023 0,019+0,012 0,019+0,012 0,093 +0,055
a-Cubebeno* 1351 - - - - 0,889 + 0,194
Ciclosativeno 1374  0,040+0,018 0,028+0,011 0,013+0,006 0,032+0,007 0,032+0,018
a-Copaeno 1380 - - - 0,189 +£0,043 0,081 + 0,012
Sesquiterpeno 1389 - - - 0,047 +£0,011 0,011 + 0,005
Sesquiterpeno 1404 - - - 0,012+ 0,004 0,017 +0,010
B-Cariofileno 1424 - 0,019+ 0,011 - 0,083 £0,027 0,047+ 0,012
(E)-a-Bergamoteno* 1436 - 0,021 + 0,009 - 0,039 +0,015 0,011 + 0,009
Sesquiterpeno 1444 - - - 0,048 +£0,019 0,016 + 0,008
Geranilacetona 1449  0,033+0,009 0,092+0,028 0,032+0,004 0,016+0,006 0,013 +0,009

Continua...
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Tabela 6 continuagao.

Compostos RI Plantas sadias PIT PIG PIT PIG

0-24 horas 0-24 horas 96-120 horas  96-120 horas
(E)-p-Farneseno 1455 - - - 0,034+ 0,013 0,005 + 0,003
Sesquiterpeno 1461 - 0,024 +0,018 0,017 +0.009 0,009 +0,004 0,033 +0,016
Sesquiterpeno 1463  0,012+0,004 0,039+0,013 0,021+0.005 0,052+0,035 0,044 +0,019
(E)-B-Bergamoteno™ 1467 0,014 +£0,003 0,014 + 0,005 0,013 +£0.002 0,008 +£0,004 0,040 + 0,029
a-Curcumeno 1484 - 0,025 +0,014 - 0,263 +0,092 0,096 + 0,022
a-Zingibereno 1497 - 0,023 £ 0,017 - 0,237 +£0,093 0,060 + 0,007
Pentadecano 1500 0,029 +0,008 0,042+0,018 0,020+0,002 0,022 +0,007 0,028 +0,014
[-Bisaboleno* 1510 - - - 0,093 +£0,007 0,024 + 0,011
B-Curcumeno 1517 - 0,015 + 0,009 - 0,018 £ 0,007 0,011 + 0,008
[-Sesquifelandreno 1522 - - - 0,091 +£0,020 0,048+0,011
d-Cadieneno* 1527 - - - 0,231 +0,087 0,125 + 0,027

Cadin-1,4-dieno* 1530 - 0,021 £ 0,013 - 0,039 + 0,024 -
a-Cadieneno* 1537 - - - 0,123 £0,032 0,052 + 0,009

Germacrene-D-4-0ol° 1580 - - - 0,011 + 0,007 -
Hexadecano 1600  0,031+0,005 0,028+0,012 0,022+0,003 0,019+0,006 0,024 +0,014

* |dentificacdo proviséria usando fragmentacdo de espectro de massa e indice de retencdo. Padrdes auténticos para esses compostos nao estavam disponiveis.
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A producgdo dos compostos ao longo do tempo mostrou que as plantas de
arroz com injuria de T. limbativentris ndo demoram para responder. Para T.
limbativentris a resposta da planta em relacéo a injuria ocorreu nas primeiras 24 horas.
Essa resposta pode ser devido ao estresse abiotico, pois no periodo 24-48 horas nao
diferiu do controle (Figura 29; Tabela 1). As plantas foram transportadas e manuseadas
no inicio da coleta de volateis (estresse mecanico). Além disso, estudos vém
mostrando que a resposta da maioria das plantas ndo € imediata a injuria do herbivoro.
Para alguns insetos sugadores, as mudancas no metabolismo secundario se expressa
apoés alguns dias (Michereff et al., 2011; Magalhaes, et al., 2012; Firstenberg-Hégg et al.,
2013). Considerando que o periodo 0-24 horas de plantas com injuria de T. limbativentris
seja estresse abidtico, os resultados mostraram que as plantas de arroz demoram algumas
horas (dias) para responder a injuria dos percevejos. Para G. spinosa a resposta da planta
em relacdo a injuria ocorreu ap6s 24 horas e para T. limbativentris ap6s 48 horas (Figura
29; Tabela 1).

A resposta da planta a herbivoria do inseto depende de diferentes fatores,
entre estes, a capacidade da planta em reconhecer os indutores quimicos presentes na
saliva do inseto e o tipo de injuria provocada no tecido foliar (Bonaventure, 2012;
Shinya et al., 2016). De modo geral, insetos sugadores provocam danos mais sutis nas
plantas e estas levam maior tempo para ativar a defesa direta ou indireta da planta (Ali
& Agrawal, 2012; Bonaventure, 2012; Magalhdes et al., 2012). Mas, como esperado, a
producdo dos compostos em resposta a injuria de herbivoria relacionados com a
producdo de acido jasménico, como os terpenoides, foi induzida a partir de 24-48
horas. Apesar de 0s percevejos serem sugadores, ndo se observaram variagoes
significativas nos compostos relacionados com a rota do acido chiquimico, os
principais compostos induzidos foram os sesquiterpenos e monoterpenos. Os insetos de
habito alimentar sugador induzem principalmente a producdo de volateis da rota do acido
chigquimico e insetos de habito alimentar mastigador (besouros, lagartas) induzem a
producdo de compostos da rota do &cido jasmonico (Smith & Boyko, 2007; Heil, 2008;
Michereff et al., 2011).

A variacdo observada na producdo de aromaticos, ao longo do tempo
avaliado para cada tratamento, parece estar relacionada com estresse abiotico, uma vez
que o mesmo efeito foi observado no controle. Em plantas injuriadas por T.

limbativentris no periodo 0-24 horas houve uma maior producéo de aromaticos em relacéo
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ao controle (Figura 31; Figura 32). Isso pode explicar a alta producdo de volateis
observada nesse periodo que pode estar relacionado ao estresse mecanico. A producdo de
metabdlitos secundarios também depende de fatores abioticos, como nutricdo da
planta, umidade, luminosidade e temperatura (Bonaventure, 2012, Firstenberg-Héagg et
al., 2013).

Os sesquiterpenos e monoterpenos foram 0s principais compostos
induzidos apdés a injuria por T. limbativentris e G. spinosa (Figura 30; Tabela 6). Os
terpenoides possuem duas vias de biossintese, a primeira ocorre no citoplasma, e é
denominada via do mevalonato onde sdo produzidos os sesquiterpenos. A segunda
ocorre nos plastidios, chamada de via metileritritol fosfato, na qual sdo produzidos os
monoterpenos (Arimura et al., 2009). Os terpenoides, no geral, sdo produzidos pela
planta devido a injaria de herbivoria e sdo usados na defesa indireta de plantas.
Estudos mostraram que esses compostos sdo liberados mais tardiamente pelas plantas,
como o que ocorreu no presente estudo (Michereff et al., 2011).

O sesquiterpeno  a-curcumeno foi produzido em quantidade
significativamente maior apos injuria pelos percevejos T. limbativentris (0-24 e 96-120
horas) e G. spinosa (96-120 horas) (Tabela 6). N@o ha indicios de que seja produzido
pelo percevejo-do-colmo (Borges et al., 2006). Este composto é encontrado em varias
espécies vegetais (Knudsen et al., 2006).

As plantas de arroz liberaram B-bisaboleno e B-sesquifelandreno em maior
quantidade apds a injuria dos percevejos T. limbativentris e G. spinosa (Tabela 6). O
composto B-bisaboleno ocorre em diversas familias de plantas (Amaryllidaceae,
Arecaceae, Oleaceae, Orchidaceae e Vitaceae). O composto p-sesquifelandreno ocorre
nas espécies de Arecaceae, Fabaceae e Geraniaceae (Knudsen et al., 2006). Em um
estudo com planta de arroz foi observado um aumento na producdo destes dois
compostos quando foram tratadas com o indutor jasmonato de metila, sugerindo que as
plantas liberam em maior quantidade destes sesquiterpenos para se defenderem de
insetos herbivoros (Cheng et al., 2007).

A quantidade de a-zingibereno emitida por plantas injuriadas pelo os
percevejos T. limbativentris e G. spinosa por 120 horas aumentou em relacdo a plantas
sadias (Tabela 6). Plantas das familias Orchidaceae, Geraniaceae e Verbenaceae
também emitem a-zingibereno (Knudsen et al., 2006). Sua ocorréncia também foi

registrada em culturas como batata (Weissbecker et al., 2000), pimentdo (Moayeri et
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al., 2007) e arroz na fase vegetativa (Fujii et al.,, 2010). Moayeri et al., (2007)
constataram que plantas de pimentdo injuriadas por Tetranychus urticae Koch, 1836
(Acari: Tetranychidae) e Myzus persicae Sulzer, 1776 (Homoptera: Aphididae).
produziram uma quantidade maior de a-zingibereno, em relacéo as plantas sadias. Em
plantas de batata injuriadas por Leptinotarsa decemlineata Say, 1824 (Coleoptera:
Chrysomelidae) foi observado que houve producédo de a-zingibereno, e este composto
foi atrativo ao predador Perillus bioculatus Fabricius, 1775 (Heteroptera:
Pentatomidae) em conjunto com biciclogermacreno (Weissbecker et al., 2000).

A quantidade de y-terpineno, B-cariofileno, (E)-a-bergamoteno, (E)-p-
farneseno, &-cadineno, a-copaeno, a-cadineno, exobrevocomin e trés sesquiterpenos nédo
identificados emitidos por plantas injuriadas pelos percevejos T. limbativentris e G.
spinosa por 120 horas aumentou em relacdo a plantas sem injuria (controle) (Tabela
6). De acordo com a PRC, todas as substancias relatadas anteriormente tem alta
influencia na distincdo dos tratamentos (Figura 30; Tabela 6). E provavel que estdo
relacionadas com a inducédo de defesa indireta ou direta. A quantidade de limoneno e
linalool aumenta e de benzaldeido, 6-metil-5-hepten-2-ona, p-mirceno, octanal, nonanal
e B-ciclocitral diminuem quando as plantas sdo injuriadas pelos percevejos por 120
horas. Esses compostos ndo parecem ter uma influéncia importante na defesa indireta
ou direta das plantas, uma vez que ndo teve um efeito significativo na obtencdo das
curvas de PRC (Figura 30; Tabela 6).

Nos bioensaios, fémeas virgens e fémeas acasaladas de T. limbativentris e G.
spinosa apresentaram um padrdo de resposta relativamente similar, tanto para a primeira
escolha quanto para o tempo de residéncia em todos 0s bioensaios comportamentais
(Figura 34; Figura 35). Os bioensaios com plantas submetidas a injuria por herbivoria
foram conduzidos somente com plantas com 24 e 120 horas de injdria, pois a maior
variacdo no perfil de volateis ocorreu nesses dois periodos.

Os percevejos T. limbativentris e G. spinosa nas condi¢bes fisiologicas
avaliadas (virgens e acasaladas) responderam preferencialmente aos volateis de plantas
sadias (PS) em relacdo ao ar: fémeas virgens de T. limbativentris (y*> = 4,30; gl =39; p =
0,022), fémeas virgens de G. spinosa (y? = 3,49; gl = 39; p = 0,04) e fémeas acasaladas de
G. spinosa (y? = 3,49; gl = 39; p = 0,04) (Figura 34; Tabela 7). Quando avaliou-se 0
tempo de residéncia nos tratamentos, 0s percevejos permaneceram mais tempo no

braco do olfatbmetro com os volateis de plantas sadias (PS) do que no brago do
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olfatdmetro somente com ar: fémeas virgens de T. limbativentris (t = 2,93; gl = 39; p =
0,005), fémeas acasaladas de T. limbativentris (t = 2,40; gl = 39; p = 0,021) e fémeas
virgens de G. spinosa (t = 2,29; gl = 39; p = 0,027) (Figura 35; Tabela 8).

Fémeas virgens de T. limbativentris responderam preferencialmente aos
volateis emitidos por plantas injuriadas por 24 horas por coespecificos (Pl) em relacdo
ao ar (y? = 4,69; gl = 39; p = 0,018). Também permaneceram mais tempo no brago com
volateis de plantas injuriadas por 24 horas por coespecificos (Pl) em relacdo ao ar (t =
2,90; gl = 39; p = 0,006). Quando se contrastaram os volateis de planta sadia com o0s
volateis de plantas injuriadas apds 120 horas de injuria, as fémeas virgens de T.
limbativentris responderam preferencialmente aos volateis de plantas sadias (PS) (x? =
3,49; gl = 39; p = 0,037) (Figura 34; Tabela 7). As fémeas virgens de T. limbativentris
passaram mais tempo no braco do olfatdmetro com ar do que no brago com volateis de
plantas injuriadas por 120 horas (PI) (t = - 2,38; gl = 39; p = 0,022) (Figura 35; Tabela
8).

O mesmo padrdo de resposta de T. limbativentris foi observado para G.
spinosa. Fémeas virgens de G. spinosa responderam preferencialmente ao ar em
relacdo aos volateis emitidos por plantas injuriadas por 120 horas por coespecificos
(P1) (x?=16,03, gl = 39; p=0,008) (Figura 34; Tabela 7). E também permaneceram mais
tempo no brago do olfatdmetro com ar em relagé@o ao brago do olfatdmetro tratado com
os volateis de plantas injuriadas por 120 horas por coespecificos (PI) (t = - 2,42; gl =
39; p = 0,020) (Figura 35; Tabela 8). Fémeas de G. spinosa ndo mostraram preferéncia por
nenhum dos odores quando contrastaram os volateis de plantas sadias (PS) com os volateis
de plantas injuriadas por coespecificos apds 120 horas de injuria (PI) (Figura 34, Tabela 7),
e também ndo houve diferenca no tempo de residéncia para estes tratamentos (Figura 35,
tabela 8).
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Figura 34. Primeira escolha de fémeas virgens e acasaladas de T. limbativentris e fémeas
virgens e acasaladas de G. spinosa em bioensaios em olfatbmetro na forma de
“Y”. PS = Planta sadia; Pl = Planta injuriada. Os dados foram analisados pelo
teste de qui-quadrado de Wald. *0,05>P>0,01; **0,01>p>0,001; ***P<0,001.
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Figura 35. Tempo de residéncia em segundos (s) de fémeas virgens e acasaladas de T.
limbativentris e fémeas virgens e acasaladas de G. spinosa em bioensaios em
olfatdbmetro na forma de “Y”. PS = Planta sadia; Pl = Planta injuriada. Os
dados foram analisados pelo teste t pareado. *0,05>P>0,01; **0,01>p>0,001,;

***p<0,001.
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Tabela 7. Primeira escolha dos percevejos T. limbativentris e G. spinosa. FV = Fémeas virgens; FA = Fémeas acasaladas; PS = Planta sadia;
Pl = Planta injuriada. Os dados foram analisados pelo teste de qui-quadrado de Wald.

Percevejos T. limbativentris (FV) T. limbativentris (FA) G. spinosa (FV) G. spinosa (FA)

PS x Ar x*=430;91=39;p=0,022 ,2=1,85;9l=39;p=0,11 »2=3,49;9l =39;p=0,037 »2=3,49; gl =39; p=0,037
Pl x Ar (0-24 h) x*=4,69;91=39;p=0,018 »2=0,89;gl=39;p=0,27 »2=0,09;gl=39;p=1,2 x2=158;gl=39;p=0,14
Pl x PS (0-24 h) 2=89%:091=39:p=4,23"% 42=009;gl=39;p=1,2 »2=040;9l=39;p=052 ,2=1,58;gl=39;p=0,14
PIx Ar(96-120h) #*=0,40;9l=39;p=0,52 »?2=0,89;9l=39;p=0,27 »?2=6,03; 9l =39;p=0,008 »?=0,40;gl=39;p=0,52
PIx PS (96-120h) »2=3,49;91=39;p=0,037 »2=158;gl=39;p=0,14 »2=0,1;gl=39;p=1,17 x?2=0,89; gl =39; p=0,27

Tabela 8. Tempo de residéncia dos percevejos T. limbativentris e G. spinosa. FV = Fémeas virgens; FA = Fémeas acasaladas; PS = Planta
sadia; Pl = Planta injuriada. Os dados foram analisados pelo teste t pareado.

Percevejos T. limbativentris (FV) T. limbativentris (FA) G. spinosa (FV) G. spinosa (FA)
PS x Ar t=293;9l=39;p=0,006 t=2,40;9gl=39;p=0,021 t=2,29;9l=39;p=0,027 t=151;91=39;p=0,14
Pl x Ar (0-24 h) t=2,90;9l=39;p=0,006 t=1,69;9l=39;p=0,098 t=045;9gl=39;p=0,65 t=0,71;9gl=39;p=0,48
Pl x PS (0-24 h) t=0,15;9l=39;p=0,88 t=0,16; gl =39;p=0,87 t=1,19;9l=39;p=0,24 t=0,72;9l=39;p=0,48
PIx Ar(96-120h) t=-238;9gl=39;p=0,02 t=-091;9gl=39;p=0,37 t=-242;9l=39;p=0,02 t=-1,68;9l=39;p=0,10
Pl x PS (96-120 h) =-1,68;9gl=39;p=0,10 t=-1,84;gl=39;p=0,07 =-1,03;gl=39;p=0,31 t=-0,34;01=39;p=0,74

Tabela 9. Nimero de insetos nao responsivos. FV = Fémeas virgens; FA = Fémeas acasaladas; PS = Planta sadia; Pl = Planta injuriada.

Percevejos T. limbativentris (FV) T. limbativentris (FA) G. spinosa (FV) G. spinosa (FA)
PS x Ar 6 21 30 54
Pl x Ar (0-24 h) 11 18 21 32
P1 x PS (0-24 h) 26 15 28 14
Pl x Ar (96-120 h) 24 25 17 36
P1 x PS (96-120 h) 12 31 15 14

Total 79 110 111 150
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Os bioensaios de olfatometria demonstraram que os volateis de plantas de
arroz influenciam o comportamento quimiotdxico de fémeas virgens de T.
limbativentris e G. spinosa uma vez que estas foram capazes de responder de forma
diferenciada as plantas sem injuria. Interessante notar que as fémeas virgens dos dois
percevejos parecem evitar os volateis de plantas injuriadas por 120 horas por
coespecificos. Isso pode ser explicado pela hipotese de que insetos evitam plantas ja
habitadas por coespecificos e/ou heteroespecificos para evitar competi¢do por alimento e
elevado risco de influxo de inimigos naturais, preferindo assim os volateis de plantas
sadias. Os insetos também podem usar sinais quimicos das plantas para localizar sitios
de alimentacdo, sitios para oviposicao e parceiros sexuais (Landolt & Phillips, 1997).

Fémeas virgens de T. limbativentris responderam preferencialmente aos
volateis de plantas injuriadas por 24 horas em relacdo ao ar, e ndo distinguiram esses
volateis dos voléateis constitutivos. 1sso pode ser explicado pelo fato de que a alteracéo na
producdo de volateis devido a injuria por 24 horas é muito pequena e ndo é percebida por
esta espécie. Considerando que na coleta de volateis houve estresse abidtico nas
primeiras 24 horas dos trés tratamentos, inclusive em plantas injuriadas por T.
limbativentris (ndo foi uma resposta de herbivoria). O comportamento de procura pela
planta hospedeira por fémeas de G. spinosa é diferente, mostra que essa espécie é capaz
de perceber mudancas sutis no perfil quimico de volateis e ndo respondeu aos volateis de
plantas injuriadas por 24 horas por coespecificos. A andlise quimica do perfil de volateis
liberados por plantas de arroz injuriadas por G. spinosa por 24 horas ndo foi
significativamente diferente do perfil quimico de volateis de plantas de arroz sem injuria,
mas o0 inseto parece perceber mudancas sutis no odor da planta (Figura 29; Tabela 1).

Estudos futuros com as amostras de volateis combinados e individualizados
com diferentes dosagens poderiam elucidar se a concentracdo dos volateis influencia na
resposta dos percevejos. Outro ponto interessante é que para T. limbativentris somente as
fémeas virgens responderam aos volateis das plantas injuriadas com 24 horas, as fémeas
acasaladas ndo responderam. As fémeas virgens das duas espécies de percevejo
apresentaram uma resposta mais seletiva em relagdo as fémeas acasaladas. Esses
resultados podem sugerir que fémeas virgens evitam mais as plantas ja habitadas por
coespecificos do que fémeas acasaladas. Os insetos mais velhos (acasalados) diminuem
sua atividade e seletividade a plantas, pois as fémeas acasaladas das duas espécies

tiveram maior nimero de nao responsivos (Tabela 9).
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Uma planta infestada por coespecificos pode ser menos atrativa aos insetos
herbivoros do que plantas inexploradas. E uma adaptacdo para diminuir ou evitar
competicdo intraespecifica e aumentar o potencial biotico do organismo (Dicke & Van
Loon, 2000).

Frati et al (2008) constataram através de bioensaios em olfatometria que as
fémeas do percevejo Lygus rugulipennis, Poppius 1911 (Heteroptera: Miridae) foram
significativamente mais atraidas pelos volateis de plantas inexploradas em relacdo a
plantas com a presenca de coespecificos, semelhantemente ao que foi verificado no
presente estudo.

De forma controversa, Blackmer et al (2004) observaram que fémeas do
percevejo Lygus hesperus Knight, 1917 (Heteroptera: Miridae) ndo evitaram as plantas
de alfafa injuriadas, mesmo tendo sido mostrado, através de andlises quimicas, que
houve inducdo de volateis de defesa apds a injuria. No estudo de Blackmer et al
(2004), foi utilizado ar como controle em todos os tratamentos. Portanto, L. hesperus
pode ter respondido aos volateis da planta, independentemente da injdria. No presente
estudo foram utilizados ar (auséncia de plantas) e plantas sadias como controle. Os
percevejos T. limbativentris e G. spinosa tiveram preferéncia por plantas sadias em
relacdo a auséncia de plantas, porém quando foram testadas plantas injuriadas por 120
horas versus ar, 0s percevejos virgens das duas espécies tiveram preferéncia pelo ar.

Nos bioensaios com o parasitoide de ovos T. podisi foi observado que as
fémeas ndo foram atraidas pelos volateis das plantas injuriadas por 24 horas pelos
percevejos T. limbativentris e G. spinosa. Também ndo foram atraidas pelos volateis das
plantas sadias (sem injdria), quando foi testado planta sadia versus ar (Figura 36; Figura
37; Tabela 10). Isso pode ser explicado pelo fato de que plantas injuriadas por 24 horas
produzem volateis de forma semelhante a plantas sadias, como foi demonstrado na anélise
quimica (Tabela 6). Fémeas de T. podisi foram significativamente mais atraidas aos
volateis emitidos pelas plantas injuriadas por 120 horas pelos percevejos
T.limbativentris (PIT) (Xz = 2,45; gl = 39; p = 0,075) e por G. spinosa (PIG) (x* = 10,67;
gl = 39; p = 0,0005) em relacdo ao ar. Foram também mais atraidas aos volateis
emitidos pelas plantas injuriadas por 120 horas pelos percevejos T. limbativentris (PIT)
(/> = 4,69; gl = 39; p = 0,018) em relacdo & plantas sadias (PS) (Figura 36; Tabela 10).
O tempo de residéncia diferiu significativamente, pois fémeas de T. podisi

permaneceram mais tempo no braco do olfatbmetro com os volateis das plantas



64

injuriadas por 120 horas pelo percevejo T. limbativentris (PIT) (t = 2,89; gl =39; p =
0,006) do que em plantas sadias (PS). Estas fémeas permaneceram também mais tempo
no braco do olfatbmetro com os volateis das plantas injuriadas por 120 horas pelo
percevejo G. spinosa (PIG) (t = 2,55; gl = 39; p = 0,015) do que no ar (Figura 37; Tabela
10). Plantas injuriadas por 120 horas produzem volateis de forma diferente das plantas
sadias e plantas injuriadas por 24 horas, como foi demonstrado na Tabela 6. E possivel
que a mistura de volateis de plantas injuriadas por 120 horas contenha 0os compostos

responsaveis pela a atracdo significativa do parasitoide.
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Figura 36. Primeira escolha de fémeas acasaladas de T. podisi em bioensaios em
olfatdbmetro na forma de “Y”. PS = Planta sadia; PIG = Planta injuriada por
G. spinosa; PIT = Planta injuriada por T. limbativentris. Os dados foram
analisados pelo teste de qui-quadrado de Wald. *0,05>P>0,01;
**0,01>p>0,001; ***P<0,001.
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Figura 37. Tempo de residéncia em segundos (s) de fémeas acasaladas de T. podisi em
bioensaios em olfatdmetro na forma de “Y”. PS = Planta sadia; PIG = Planta
injuriada por G. spinosa; PIT = Planta injuriada por T. limbativentris. Os
dados foram analisados pelo teste t pareado. *0,05>P>0,01; **0,01>p>0,001;
***pP<(,001.

Tabela 10. Primeira escolha e tempo de residéncia de T. podisi. PS = Planta sadia; PIG =
Planta injuriada por G. spinosa; PIT = Planta injuriada por T. limbativentris.
NS = Numero de insetos ndo responsivos. Os dados de primeira escolha foram
analisados pelo teste de qui-quadrado de Wald. Os dados de tempo de
residéncia foram analisados pelo teste t pareado.

Tratamentos Primeira escolha Tempo de residéncia NS
PS x Ar x>=0,36; gl =39; p=0,55 t=-0,11;9l=39;p=091 9
PIT x Ar (0-24 h) x*=6,03;gl=39;p=0,007 t=-14;9l=39;p=0,17 7
PIG x Ar (0-24 h) »=0,1;91=39;p=1,2 t=-1,84;9l=39;p=0,07 0
PIT x PS (0-24 h) x*=0,89; gl =39; p=0,27 t=197;9l=39;p=0,055 3
PIG x PS (0-24 h) x*=04;91=39;p=0,52 t=-0,63;91=39;p=053 2

PIT x Ar (96-120 h)  »*=2,45; gl =39; p=0,07 t=1,06; gl =39; p=0,29 18
PIG x Ar (96-120 h) 42 =10,67; gl =39; p=0,0005 t=255;gl=39;p=0,015 21
PITxPS (96-120h) x2=4,69;gl=39;p=0,018 t=289;gl=39;p=0,006 12
PIG x PS (96-120h) 2=89%; gl =39;:p=4,23"° t=134;91=39;p=0,19 3

No presente estudo, as fémeas de T. podisi responderam aos volateis de
plantas que sofreram herbivoria por T. limbativentris e G. spinosa. Possivelmente,
estes volateis atuam como indicadores da presenca do herbivoro-hospedeiro,

evidenciando a interacdo tritréfica no sistema arroz - percevejos pentatomideos - T. podisi.
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InteragBes tritréficas mediadas por volateis de plantas envolvendo
percevejos pentatomideos e o parasitoide de ovos T. podisi foram constatadas em
sistemas como feijdo guandu / soja - Euschitus heros - T. podisi (Moraes et al., 2005);
soja - E. heros - T. podisi (Moraes et al., 2008; Michereff et al., 2011); arroz - T.
limbativentris - T. podisi; (Machado et al., 2014); feijdo guandu / milho / girassol - E.
heros - T. podisi (Dias et al., 2016).

Estudos demonstraram que plantas de feijdo guandu e de soja injuriadas por
E. heros liberam volateis que sdo atrativos ao parasitoide de ovos T. podisi (Moraes et
al., 2005; Moraes et al., 2008; Michereff et al., 2011). No estudo de Moraes et al
(2005) plantas de soja injuriadas por Anticarsia gemmatalis Hiibner, 1818 (Lepidoptera:
Noctuidae) (ndo hospedeiro) mostraram uma mistura diferente de volateis das plantas
injuriadas por E. heros e esses volateis ndo foram atrativos ao T. podisi, indicando que o
percevejo E. heros induz a planta a imitir volateis especificos que séo atrativos ao inimigo
natural, e que tal inducéo é possivelmente causada pela saliva da praga.

Moraes et al (2008) constataram que T. podisi ndo responde aos volateis
induzidos por oviposicdo, sugerindo que esse parasitoide usa somente 0s volateis de
plantas injuriadas pelo hospedeiro como sinal. Isso pode ser uma estratégia do T. podisi
para estar presente quando o percevejo iniciar a oviposi¢do, e assim assegurar que 0S 0V0S
estejam nas condicGes adequadas para o parasitismo. T. podisi ndo foi atraido por volateis
emitidos por trés cultivares diferentes de soja com oviposicdo de E. heros (Michereff et
al., 2011). O parasitoide de ovos T. podisi foi atraido por plantas de feijdo guandu e milho
qguando houve injuria e oviposicdo conjuntamente e somente injuria de E. heros. Também
foi atraido por plantas de girassol injuriadas por E. heros e ndo foi atraido quando testou as
trés culturas somente com oviposicao de E. heros (Dias et al., 2016).

Machado et al (2014) demonstraram que T. podisi foi significativamente
atraido por volateis de plantas de arroz injuriadas por fémeas de T. limbativentris, em
relacdo a plantas sadias. Nenhuma preferéncia foi observada para as plantas de arroz
injuriadas pelo macho de T. limbativentris (Machado et al., 2014). No estudo de
Machado et al (2014) os seguintes compostos foram liberados em maior quantidade
pelas plantas de arroz injuriadas por T. limbativentris: (E)-2-hexenal, octanal, decanal,
6-metil-5-hepten-2-ona, (E,E)-3,5-octadien-2-ona, B-sesquifelandreno, a-muuroleno,
linalol, a-zingibereno, B-bisaboleno, P-cubebeno, a-curcumeno, (E) -2-octenol-ol,

benzotiazol, nonanal, salicilato de metila e geranilacetona.
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No presente estudo os compostos o-curcumeno, [-bisaboleno, f-
sesquifelandreno, a-zingibereno, 6-metil-5-hepten-2-ona, linalol, B-cubebeno e
benzotiazol também foram liberados em maior quantidade pelas plantas de arroz
injuriadas pelos percevejos. Isto sugere que estes compostos podem ser usados pelo
parasitoide de ovos T. podisi para localizar seus hospedeiros T. limbativentris e G.
spinosa.

A selecdo do hospedeiro pelo parasitoide de ovos envolve os comportamentos
de localizacdo e de reconhecimento antes mesmo da oviposi¢ao pelo herbivoro (Vinson,
1984). Em cada fase desse processo, estimulos fisicos e quimicos podem atuar como
importantes pistas na alteracdo do comportamento de busca (Fatouros et al., 2008). Os
estimulos quimicos podem ser de feromonios de espécies hospedeiras (Borges et al.,
1999, 2003; Laumann et al., 2009) ou de substancias indicadoras da presenca do
hospedeiro, tais como compostos organicos volateis emitidos pela planta injuriada
(Nordlund & Lewis, 1981; Moraes et al., 2005, 2009). Os parasitoides podem utilizar
esses volateis de planta atacada mais do que aqueles liberados pelo préprio hospedeiro,
porque os primeiros sdo liberados em maior quantidade e seriam mais facilmente
detectados (Vet e Dicke, 1992).

O estudo da influéncia dos volateis liberados pelas plantas no
comportamento dos inimigos naturais (predadores ou parasitoides) vem sendo
priorizado. O conhecimento aprofundado sobre a interacdo entre planta e o terceiro nivel
trofico é relevante para a manipulacdo de inimigos naturais no campo. Pode ser um método

alternativo aos inseticidas, que pode ser aplicado no manejo integrado de pragas do arroz.



5 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados deste trabalho permitem inferir que as variedades de arroz BRS
Pampa, BRS Pampeira, BR - IRGA 409 e BR - IRGA 424, produziram um perfil quimico
de volateis semelhantes. Entretanto, a BRS Pampa apresentou uma producdo de
sesquiterpenos mais consistente do que as outras variedades. As plantas de arroz
responderam a injuria dos percevejos Tibraca limbativentris e Glyphepomis spinosa,
através de um aumento na producdo de volateis. A injdria provocada por herbivoria
modificou o perfil de volateis liberados ao longo do tempo. Alguns compostos aumentaram
ou diminuiram a quantidade liberada em comparacdo com o perfil constitutivo do arroz. A
quantidade meédia total dos volateis liberados em plantas injuriadas foi maior em relacdo a
plantas sadias. Fémeas virgens de T. limbativentris tiveram preferéncia por volateis de
plantas sadias e o ar (auséncia de plantas) do que plantas injuriadas por 120 horas por
coespecificos. FEémeas virgens de G. spinosa tiveram preferéncia pelo ar (auséncia de
plantas) do que plantas injuriadas por 120 horas por coespecificos. O parasitoide de ovos
Telenomus podisi teve preferéncia por volateis de plantas injuriadas por T. limbativentris
por 120 horas do que plantas sadias. T. podisi teve preferéncia por volateis de plantas
injuriadas por G. spinosa por 120 horas do que ar (auséncia de plantas). Plantas sadias e
plantas injuriadas por 24 horas apresentaram um perfil de volateis liberados parecidos.

O estudo mais aprofundado da relacéo tritréfica (plantas, insetos herbivoros
e inimigos naturais), como o realizado neste trabalho, pode gerar subsidios para
aprimorar as alternativas mais sustentaveis para controle de pragas nas lavouras de
arroz. A aplicacdo desses compostos envolvidos na atragdo de parasitoides possui
potencial para aumentar o recrutamento dos inimigos naturais. Essa aplicacdo pode
atrair diretamente os inimigos naturais e/ou induzir as plantas a produzirem mais volateis,
que atuariam também na atracdo dos inimigos naturais. Outra possibilidade de utilizacéo
seria a selecdo e a manipulacdo de genes para desenvolver cultivares que sejam ao
mesmo tempo resistentes a herbivoros e a patdgenos e atrativas aos inimigos naturais.

Para se utilizar semioquimicos com eficicia nas lavouras de arroz, estudos

adicionais ainda sdo necessarios para se desvendar todos os aspectos da comunicacéo
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quimica entre Oryza sativa, T. limbativentris, G. spinosa e T. podisi. Tais como,
bioensaios com volateis sintéticos para avaliar qual ou quais compostos poderiam atuar na
atracdo dos insetos. Estudos comportamentais e de eletroantenografia com volateis
individualizados e combinados, e avaliar diferentes concentracfes desses compostos.
Finalmente conduzir experimentos no campo aplicando os volateis sintéticos em lavouras
de arroz para avaliar a eficdcia no manejo dos percevejos e seus inimigos naturais.
Adicionalmente, com resultados positivos no campo para estes compostos pode-se iniciar
estudos como o0 melhoramento genético de plantas, para desenvolver variedades de arroz
que liberam volateis que sdo repelentes aos percevejos T. limbativentris e G. spinosa e
atrativos ao inimigo natural T. podisi.
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