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INTRODUGAO

Plantas possuem mecanismos de defesa para conter o ataque dos herbivoros
categorizados como defesas constitutivas ou induzidas. As constitutivas sao barreiras
presentes mesmo sem exposi¢ao a herbivoria, enquanto as induzidas séo ativadas apds o
ataque de insetos. Estas ultimas sdo de agdo mais especifica e podem atuar de forma direta
sobre herbivoro, afetando negativamente sua fisiologia e/ou comportamento, ou indireta,
recrutando inimigos naturais. Um dos mecanismos de defesa de plantas é a produgado de
compostos organicos volateis (COV) derivados do metabolismo secundario (Dicke &
Baldwin, 2010).

Machado et al. (2014) constataram que plantas de arroz submetidas ao dano do
percevejo-do-colmo apresentaram mudanga na emissdo de COV, o que refletiu
negativamente na atracdo de fémeas coespecificas e positivamente na atracdo de seu
inimigo natural, Telenomus podisi (Hym: Scelionidae). A emissdo destes compostos é
desencadeada pela ativagdo de rotas metabdlicas como a octadecanoide e do acido
mevalbnico, coordenadas principalmente pelos horménios acido jasmoénico (AJ) e acido
salicilico (AS) (Pefaflor & Bento, 2013). O uso destes fitormdnios na indugdo de defesas
tem sido estudado em diversas espécies de importancia agricola. Em arroz, a ativagéo de
defesas com a utilizagdo de AJ foi constatada nas interagdbes com Spodoptera frugiperda
(Lep: Noctuidae) (Stout et al., 2009) e Lissorhoptrus oryzophilus (Col: Curculionidae) (Hamm
et al., 2010), nas quais os autores observaram menores indices de sobrevivéncia e
desenvolvimento destes insetos.

Tibraca limbativentris € um inseto de dificil controle; seus danos estéo relacionados a
necrose parcial ou total da parte central dos colmos, em decorréncia da injecdo de saliva
téxica, podendo acarretar no retardamento do crescimento da planta. O microhimendptero
T. podisi € um importante agente de controle biolégico natural de T. limbativentris, com altos
indices de parasitismo. Este trabalho objetivou avaliar o perfil quimico de plantas que
sofreram herbivoria pelo percevejo do colmo ou receberam aplicagdes exdgenas de acido
jasmonico ou salicilico, em diferentes concentragées, bem como, observar as respostas
quimiotaxicas de T. limbativentris e T. podisi frente a plantas de arroz submetidas a estes
tratamentos.

MATERIAL E METODOS

O efeito do tratamento com fitormonios foi avaliado em bioensaios de quimiotaxia e de
extragdo de volateis da planta. Nos dois ensaios foram utilizadas plantas da cultivar BR-
IRGA 409 cultivadas em vasos plasticos de 300 mL em casa de vegetacéo até a realizagado
dos ensaios, quando estavam no estadio V4. Os tratamentos foram: 1) controle; 2) AJ 2mM;
3) AJ 5mM; 4) AS 8mM; 5) AS 16mM; 6) herbivoria. A aplicagédo das solugdes de fitormdnios
e controle foi feita com um borrifador manual em volume suficiente até que escorresse por
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toda planta (aprox. 10 mL por planta), e o tratamento herbivoria foi feito pelo confinamento
de cinco fémeas virgens de T. limbativentris por planta.

Coleta e identificacdo de volateis - Este bioensaio foi realizado no laboratério de
analises de semioquimicos da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia em Brasilia,
DF. Os tratamentos com fitorménios ocorreram duas horas antes do inicio das coletas de
volateis, enquanto a herbivoria ocorreu 48 horas antes do inicio das mesmas. Cada vaso de
planta foi alocado individualmente em uma camara de aeragéo volume interno de 10 L, onde
o ar purificado era impulsionado num fluxo de 1,2 L/min. Ao final de cada camara, uma
bomba de vacuo forgava o ar a passar por um tubo de vidro contendo 100 mg do polimero
adsorvente Tenax® GR. As plantas foram aeradas por 24 horas; a eluigéo foi realizada com
500 uL de hexano e os extratos foram armazenados sob refrigeragdo a -20°C. Para a
cromatografia gasosa acoplada a detector de ionizagdo de chamas (CG-DIC) e
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM), uma aliquota de 20
uL de cada extrato foi separada e nesta adicionou-se 1 pL do padrao interno Tetracosano (1
mg/mL) (C,4Hs0) para posterior identificacdo dos compostos. Em seguida, as solugdes foram
concentradas a 100 pL por fluxo suave de N, Os extratos (1uL) foram injetados em CG com
detector de ionizagdo por chama (DIC). A quantificagdo dos compostos foi feita por
comparagao das areas em relagéo a do padrao interno, e a identificagdo por comparagao do
padrédo de fragmentagao da amostra com o de dados catalogados em bibliotecas espectrais
(NIST 2008), além pelo calculo do indice de retencgdo. As identificagbes foram confirmadas
por comparagao dos tempos de retengdo e espectros de massas com padrdes auténticos e
célculo dos indices de Kovats. Foram realizadas 10 repeticdes de cada tratamento. A
quantidade de compostos emitida pelas plantas foi analisada pelo teste de Kruskal-Wallis e
contraste de Dunn, com 95% de confiabilidade, utilizando software Bioestat® 5.0.

Quimiotaxia de insetos - Adultos de T. limbativentris foram coletados em
lavouras de arroz do Rio Grande do Sul e criados em sala climatizada no Laboratério de
Etologia e Ecologia Quimica (LEEQI) da UFRGS, adaptando a metodologia proposta por
Silva et al. (2004). A criagdo de T. podisi ocorreu em ovos do percevejo-marrom-da soja
Euschistus heros (HEM: PENTATOMIDAE) também nas dependéncias do LEEQI-UFRGS.
A aplicagéo das solugdes controle e de fitorménios e controle foi feita 24 horas antes dos
bioensaios e o tratamento herbivoria (infestagdo de uma planta com cinco fémeas virgens
de T. limbativentris), 48 horas antes dos bioensaios.

O comportamento quimiotaxico de T. limbativentris foi avaliado com fémeas virgens, em
olfatometro em “Y” (didmetro 6,5 cm; arena inicial 22 cm bifurcada em bragos de 8 cm). O
comportamento quimiotaxico de T. podisi foi avaliado em fémeas pareadas, de até 5 dias de
idade, também em olfatdmetro “Y” (diametro 2 cm; arena inicial 11 cm bifurcada em bragos
de 8 cm). Ao final de cada brago do olfatémetro foi acoplada uma céamera de vidro que
continha uma planta, representando um dos tratamentos, por onde passava um fluxo de ar
previamente filtrado a uma taxa de 0,8 L/min. Uma fémea foi colocada na extremidade inicial
do olfatdmetro e a resposta foi considerada positiva quando esta percorreu, pelo menos, 4
cm dentro dos bragos e permaneceu por, no minimo, um minuto. Foram considerados nao
responsivos 0s que ndo se movimentaram nos primeiros 5 minutos ou quando ndo
percorreram pelo menos 4 cm em nenhum dos dois bragos do olfatbmetro, em 10 minutos.
Foram realizadas 40 repeticdes por tratamento. Os resultados da primeira escolha foram
comparados pelo teste de Qui-quadrado (P < 0,05) utilizando o software BioEstat® 5.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Salicilato de metila (H = 25,33; gl = 6; P = 0,04) e aldeidos (H = 19,35; gl = 6; P = 0,03)
foram emitidos em maior quantidade pelas plantas dos tratamentos herbivoria e aspergidas
com AS 16 mM. A emissado de sesquiterpenos (H = 15,00; gl = 6; P =0,02) foi maior pelas
plantas que sofreram herbivoria, enquanto que a de monoterpenos e alcoois ndo variou
entre tratamentos (Figura 1, Tabela 1).
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Figura 1. Cromatogramas dos extratos de aeragéo de plantas. Tratamentos: &cido jasmodnico nas
concentragdes 2 mM (A) e 5 mM (B); acido salicilico nas concentragbes 8 mM (C) e 16 mM (D);
Herbivoria: plantas submetidas a herbivoria de Tibraca limbativentris (E); Controle: 1 mL etanol + 200 mL
agua destilada (F). Os ndmeros indicam os compostos: 1) heptanal; 2) a-pineno; 3) 1-octen-3-ol; 4)
octanal; 5) 1-hexanol-2-¢etil; 6) limoneno; 7) y-terpineno; 8) Octanol; 9) Linalol; 10) Nonanal; 11) salicilato
de metila; 12) a-terpineol; 13) indol; 14) a- bergamoteno; 15) geranil acetona; 16) B-farneseno; 17) a-
curcumeno; 18) B-bisaboleno; 19) B- sesquifelandreno; 20) a-zingibereno

Tabela 1. Quantidade média (ug) + EP dos compostos liberados por plantas de arroz. Tratamentos AJ:
acido jasmonico nas concentragbes 2 mM e 5 mM; AS: acido salicilico nas concentragdes 8 mM e 16
mM; Controle 1 mL etanol + 200 mL agua destilada; Herbivoria: plantas previamente submetidas a
herbivoria de cinco fémeas de Tibraca limbativentris (n = 10). Médias seguidas pela mesma letra, na
linha, nao diferem pelo teste de Dunn ao nivel de significancia de 5%; ns = n&o significativo

Composto AJ 2 mM AJ 5 mM AS 8 mM AS 16 mM Herbivoria Controle
Monoterpenos 98,8 +22,0™ 68,8 £10,2 108,6 + 28,2 2154+ 51,7 184,1 + 46,6 180,0 21,7
Sesquiterpenos 1516 +37,9ab 1223 +29,1ab 100,5+21,0b 2554 73,5ab 3602+724a 193,1+39,6 ab

Aldeidos 251,6+92,2ab 139,4 +220b 210,8+31,1ab 733,4+2257a 690,4+1954a 446,4+942ab
Alcodis 52,1+18,0"™ 28,2 +7,0 45,2 + 15,0 104,7 + 36,5 110,7 + 30,8 82,8 +24,2
Salicilato de 52,2+13,0b 26,7+71b 39,0+£10,0b 137,1+516a 103,2+33,8a 82,7+215ab
metila

A primeira escolha de fémeas de T. limbativentris foi significativamente maior para o
controle quando este foi contrastado com o AS 16 mM (x* = 6,4; gl = 1; P = 0,0114). Nao
houve diferenga nas respostas quimiotaxicas do percevejo para os demais contrastes de
fitorménios ou herbivoria com o controle (Figura 2 A). As fémeas de T. podisi, quando
submetidas a opgdo entre plantas tratadas com os fitormdnios e plantas controle,
escolheram com mais frequéncia que receberam o tratamento AS 16mM (x° = 10; gl = 1; P =
0,0016) (Figura 2 B), demonstrando maior atragédo por este composto.
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Figura 2. Primeira escolha (%) de fémeas de Tibraca limbativentris (A) e de fémeas de Telenomus podisi
(B) em olfatbmetro em Y a plantas de arroz previamente infestadas por fémeas de T. limbativentris
(herbivoria) ou tratadas com acido jasménico (AJ), acido salicilico (AS), em diferentes concentracdes e
controle. Valores sobre as barras indicam o nimero de insetos responsivos e, entre parénteses, de nao
responsivos. Asterisco indica diferenga significativa pelo teste de Qui-quadrado (P < 0,05).

CONCLUSOES

A aplicagdo de AS 16mM em plantas de arroz eleva a emissao de salicilato de metila de
forma semelhante a herbivoria e resulta em menor preferéncia por fémeas de T.
limbativentris e maior por fémeas de T. podisi, evidenciando a indugéo de defesas da planta.
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