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LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Sistema de Aeracdo de plantas. A- vista geraistema mostrando camaras de
aeracdo, B- Detalhe de uma camara mostrando alardreaida de ar e a posicao do filtro

de carvao ativado e do adsorvente.

Figura 2. Olfatdmetro em Y utilizado nos bioensaios para plzgio comportamental dos
parasitéides: entrada dos estimulos (1), areasdlisa (2), area de liberagdo do inseto (3),

escoamento do ar (4). As areas coloridas represemfzercurso dos odores no olfatbmetro.

Figura 3: Montagem de olfatbmetro em “Y” e outros equipamenpara conducdo de
bioensaios: fluxémetro (1), umidificador (2), fdtde carvao ativado (3), camara de vidro (4),

entrada dos estimulos no olfatdbmetro (5), saidaesisiulos no olfatdmetro (6).

Figura 4: Volateis totais (Média + Desvio padrao) obtidos géantas de soja sem percevejos
(controle) e de plantas de soja de diferentes nieiéos e apos diferentes periodos de
herbivoria. Eh=plantas tratadas com quatro fémeasEdéreros Nv= plantas tratadas com
guatro fémeasl. viridula, EnNv= plantas tratadas com duas fémeals.derose duas fémeas
de N. viridula. Mesmas letras mailsculas em cada tempo indicaredifas ndo significativas
entre os tratamentos. Mesmas letras minusculasamddiferencas nao significativas entre as
horas considerando o mesmo tratamento (MANOVA paedidas repetidas e contrastes entre

os tratamentos; > 0,05).

Figura 5: Comparagéo quantitativa (média + erro padraontdasiras de volateis de soja sem
herbivoria (1), soja com herbivoria de quatro fémdaE. heros(2), soja com herbivoria de
guatro fémeas dbl. viridula (3) e soja com herbivoria de duas fémea€déeros +duas
fémeas deN. viridula (4) em 24, 48, 72 e 96h ap0s o inicio dos experiogenAs letras

representam os compostos: (Z)-3-hexen-1-ol (A)edirb-hepten-2-ona (B) Z-3-acetato de



hexenila (C),a-felandreno (D), limoneno (E)E}-p-ocimene (F), salicilato de metila (G),
benzotiazol (H), geranil acetona (Bscariofileno (J),a-farneseno (K), §,B)-4,8,12-trimetil-

1,3,7,11-tridecatetraeno (TMTT) (L).

Figura 6: Analises de variaveis candnicas (AVC) mostranddifessencas na composicao de
volateis de plantas de soja de diferentes tratavaentapos diferentes periodos de herbivoria.
Eh=plantas tratadas com quatro fémeasdéeros Nv= plantas tratadas com quatro fémeas
N. viridula, EnNv= plantas tratadas com duas fémeds.derose duas fémeas d¢. viridula,
controle= planta sem percevejos. Os simbolos reptas osscoresindividuais para cada
amostra calculados a partir da AVC que maximizafexrahca entre os tratamentos nas duas
dimensbes consideradas (CV1 e CV2). As linhas septam os diferentes compostos
presentes nas amostras, o comprimento de cada riginesenta a importancia (magnitude
relativa) da contribuicdo de cada composto parareliciacdo dos tratamentos. As letras
representam os compost@-B-hexen-1-ol (A), 6-metil-5-hepten-2-ona (BX){3-acetato de
hexenila (C),a-felandreno (D), limoneno (E)E}-p-ocimene (F), salicilato de metila (G),
benzotiazol (H), geranil acetona (Bscariofileno (J),a-farneseno (K), §,B)-4,8,12-trimetil-

1,3,7,11-tridecatetraeno (TMTT) (L).

Figura 7: Resposta do parasitéide. podisiem olfatbmetro para volateis de plantas de soja de
diferentes tratamentos e apos diferentes periodokedbivoria. Eh =plantas tratadas com
guatro fémeas d&. heros Nv = plantas tratadas com quatro fémbasviridula, EhNv =
plantas tratadas com duas fémeag&dberost+ duas fémeas d¥. viridula, controle = planta
sem percevejos e ar = ar filtrado e umidificado peesenca de plantas. (A) primeira escolha,
(B) tempo de residéncia (média + Erro Padrédo (ER)) mudanca de direcdo (média + EP) e
(D) trajeto total (média £ EP). NUmeros entre ptges indicam os parasitdides que néo
responderam aos estimulos. Asteriscos indicametiifexs significativas (* = 0,01 < P < 0,05,
* = 0,001 <P < 0,01 e ** = P < 0,001). Testépara escolha inicial, teste de Wilcoxon para

o tempo de residéncia e teste t para mudancaeigidie trajeto total.
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Figura 8: Resposta do parasitoide. podisiem olfatdmetro aos tratamentos: Eh 72h= plantas
tratadas com quatro fémeas leherosapds 72 h de iniciada a herbivoria, Nv 96h= plantas
tratadas com quatro fémeas Meviridula apos 96 h de iniciada a herbivoria e EhNv 72h=
plantas tratadas com duas fémeasEdénerose duas fémeas dd. viridula apés 72 h de
iniciada a herbivoria. (A) primeira escolha e (B)npo de residéncia (Média £ EP). Asteriscos
indicam diferencas significativas (* = 0,01 < P 9 ** = 0,001 <P < 0,0l e ** =P <

0,001). Testg’para escolha inicial e teste de Wilcoxon para gtede residéncia.

Figura 9: Resposta do parasitéide. basalisem olfatdbmetro para volateis de plantas de soja
de diferentes tratamentos e apdés diferentes peridederbivoria. Ehplantas tratadas com
guatro fémeas de. heros Nv= plantas tratadas com quatro fémiasiridula, EnNv= plantas
tratadas com duas fémeas He herose duas fémeas dd. viridula, controle= planta sem
percevejos e ar= ar filtrado e umidificado sem g@mea de plantas.. (A) primeira escolha, (B)
tempo de residéncia (média + EP), (C) mudanca aedh (média + EP) e (D) trajeto total
(média = EP). NUumeros entre paréntese indicam oasp@des que ndo responderam aos
estimulos. Asteriscos indicam diferengas signiifigst (* = 0,01 < P < 0,05, ** = 0,001 <P <
0,01 e *** = P < 0,001. Testg® para escolha inicial, teste de Wilcoxon para o terde

residéncia e teste t para mudanca de direcacetottajal.
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RESUMO

O presente trabalho trata de interacdes tri-tréfiroediadas por semioquimicos no sistema
soja-percevejos-parasitdides de ovos. O estudo eotmoni-se na avaliacdo da: (1)
composicao qualitativa e quantitativa dos volalibisrados pelas plantas de soja apos a
herbivoria por percevejdsuschistus heros Nezara viridula (2) resposta dos parasitoides
Telenomus podise Trissocus basali®os volateis de plantas apds diferentes tempos de
herbivoria pelos percevej&s herose N. viridulae (3) relacdo da resposta dos parasitéides
aos volateis de plantas induzidas pela herbivaipatcevejo&. herose N. viridulae a
preferéncia de hospedeiros. A composi¢do quimisardsturas de volateis liberados pelas
plantas apés a herbivoria de percevdgosheros, N. viridulaou de ambos foi diferente
tanto quantitativa como qualitativamente, como tamlguando comparada as plantas sem
herbivoria (controle). O compostd)(3-hexen-1-ol foi mais relacionado ao tratamergo d
ambos os percevejok, heros + N. viridula;limoneno ea-farneseno aos tratamentas
heros e N. viridula e 6-metil-5-hepten-2-ona foi associado ao contrBieensaios em
olfatbmetros com os volateis de plantas dos difeeeratamentos mostraram que o
parasitéide Te. podisi apresenta resposta seletiva as plantas com hdebider seu
hospedeiro preferenciak. heros.O parasitéideTr. basalis ndo discriminou entre os
volateis induzidos pela herbivoria das duas espéigepercevejos. Os resultados sugerem
que a composicdo da comunidade de percevejos bewbigue atacam a soja influencia o
comportamento de busca de hospedeiros pelos [gédasitde ovos mediante a indugao

diferencial de defesas.
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ABSTRACT

This work deals with the tri-trophic interactiongdmated by semiochemicals in the system
soybean-stink bug-egg parasitoids. The study fatuse the evaluation of: (1) the
qualitative and quantitative composition of volegilreleased by plants after herbivory by
the stink bug<€uschistus heroand Nezara viridula (2) the response of the parasitoids
Telenomus podisind Trissocus basalito the volatiles of soybean plants at differemtes
after injury byE. herosandN. viridulaand(3) the relation between the parasitoid response
to the volatiles induced by the injury by the stimkgsE. herosand N. viridula with the
host preference of the parasitoids. The chemicalposition of the volatiles mixtures
released by soybean plants after the injury bystivk bugsk. heros, N. viriduleor both
showed quantitative and qualitative differences @wede also different when compared to
plants without injury (control). The compound) (3-hexen-1-ol was most related to the
treatment with both stink bug&. heros + N. viridula;limonene ea-farnesene to the
treatments witle. herosandN. viridula and 6-metil-5-hepten-2-ona was associated to the
control plants. Olfactometer bioassays with plaolatiles from the different treatments
showed that the parasitoite. podisihad a selective response to the plants injuredhély t
preferential hostk:. heros.The parasitoidr. basalisdid not discriminate between volatiles
induced by the injury of the two stink bugs. Theulés suggest that the composition of the
guild of herbivorous stink bugs that attack soylseaauld influence the host searching

behaviour of the egg parasitoids by inducing défeial defenses.
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INTRODUCAO

Durante o periodo evolutivo as plantas desenvatvarecanismos de defesa em
respostas a pressao de herbivoria por insetos sdgdos deles selecionados e altamente
adaptativos. Entre estes estdo as defesas indysodagrbivoros (DIHS) (Dicke & Sabelis
1988), que se manifestam apds as injurias que pasEndecorrentes de atividades
alimentar ou de oviposicdo. As plantas atacadasdibh compostos volateis que interferem
nas interacoes tri-tréficas: planta - inseto hesfv- inimigo natural. As DIH consistem
em misturas de compostos quimicos volateis (Dudaet\al., 2006) derivados de acidos
graxos (principalmente alcodis, aldeidos e éstetespensdides e compostos fendlicos
(Dicke & Baldwing 2010). Estes compostos podempseduzidos no local da injuria ou
atraves de um efeito sistémico em diferentes |lataiglanta (Dudareva et al., 2006; Dicke
& Baldwing 2010).

As DIHs podem agir diretamente sobre os herbivomegelindo ou afetando a
biologia (de Moraes et al., 2001; Kessler & Bald@D01) ou indiretamente por atrair os
inimigos naturais como insetos entomoéfagos ou n@ded patogénicos (Dudareva et al.,
2006). Esses compostos volateis podem ter acamgecal valiosa, ao reduzirem as
injarias, atuarem como sinalizadores da presen¢edgvoros e patdbgenos para as plantas
vizinhas (Kessler & Baldwin 2001; Dudareva et aD06). Podem até mesmo alterar a
dindmica e as cadeias tréficas da comunidade igotti al., 1999; Kessler & Halitschke
2007). Desta maneira, as interacdes mediadas papog@micos (substancias quimicas
volateis envolvidas na comunicacéo entre organigneosspecificamente as DIHS, podem
ser determinantes para o desenvolvimento e a magditeda estrutura e dinamica das

comunidades terrestres (Dicke & Baldwin 2010).



Os volateis especificos induzidos pela herbivoda sitilizados por inimigos
naturais de insetos herbivoros para identificassatns (plantas) onde existe uma alta
probabilidade de encontrar hospedeiros (Vet & DitR82; Vinson 1998; Steidle & van
Loon 2002; Colazza et al., 2004; Moraes et al. 52@008; Pareja et al., 2007; Fatouros et
al., 2008). Devido a alta biomassa das plantaB|lds s&o sinais conspicuos e detectaveis
pelos parasitéides (Hilker & McNeil 2008).

As fémeas dos parasitdides utilizam, durante aaesselecdo de hospedeiros,
sinais de naturezas diferentes entre os quaisssacden os semioquimicos (Vilela & Della
Lucia 2001). Os sinais percebidos pelo inseto daras etapas de localizacdo do habitat e
do hospedeiro modificam os padrées de movimentagigarasitoide, podendo gerar
respostas taxicas (de orientacdo) ou quinéticasdifitecdo do padrdo geral de
movimentag&o). Durante as etapas de reconhecingeateitacdo (selecdo) esses sinais
contribuem para identificar e selecionar o hospedgéiaumann et al2008).

As DIHs podem variar qualitativa ou quantitativaneetie acordo com a espécie do
herbivoro que causa a herbivoria na planta (Mogdeal., 2005), com a presenca de
diferentes espécies de herbivoros numa mesma f&htajiri et al., 2001; Vos et al.,
2001), com o tipo de habito alimentar (mastigadoswagador) do herbivoro (Moraes et al.,
2005), com o estagio fisiologico (Dick & Hilker 2BP0e, ainda, com a espécie da planta
hospedeira (Moraes et al., 2005). Consequentemestparasitdides podem discriminar
entre volateis liberados por plantas ndo-danifisadagueles de plantas que sofreram
injuria pelos herbivoros e, ainda, entre volateiduzidos por diferentes espécies de
herbivoros (Steinberg et al., 1993; Tumlinson gt1893; Potting et al., 1999; Vet et al.,
1995; Hoballah et al., 2001; Poppy & Sutherland0®&Iém disso, as plantas podem
liberar os volateis induzidos até mesmo antes jdaancausada pelo inseto, como no caso

da liberac&o de volateis apds a oviposi¢cao poddgperos, que é anterior a injaria causada



pela alimentacao da larva (Hilker & Meiners, 2010).

Nas ultimas duas décadas o conhecimento das DHtga @cdo sobre 0s inimigos
naturais avangaram significativamente. Entretantatos dos trabalhos desenvolvidos tém
sido realizados com base em sistemas de estuddesimpvolvendo plantas cultivadas,
insetos-praga e seus inimigos naturais. Em gestds eestudos incluem uma Unica espécie
em cada um dos niveis troficos considerados (DfclBaldwing 2010). Um dos aspectos
que ainda precisa ser estudado com maior detakkenmem plantas cultivadas, é o das
interagcdes das plantas com mais de um herbivomm® @stas influenciam a busca e a
selecao de hospedeiros pelos parasitéides. A maskEndiferentes espécies de herbivoros
pode afetar tanto a producéo e liberagcédo de DlHs®am comportamento dos parasitoides.
Plantas de tomateLycopersicon esculentunMill. cv. Castlemart) danificadas pela
alimentacgéo de larvas &podoptera exiguéHubner, 1808) (Lepidoptera: Noctuidae) e de
adultos de afideo$Macrosiphum euphorbiaéThomas, 1878) (Hemiptera: Aphididae)
mostraram-se mais atrativas ao parasitoftistesia marginiventris(Cresson, 1865)
(Hymenoptera: Braconidae) do que as que apresentapanas uma espécie de herbivoro
ou estavam livres de insetos (Rodriguez-Saona .et2@805). Plantas de feijao fava
(Phaseolus lunatud.. cv Sieva) e de pepincC@cumis sativud.. cv Lange Groene
Giganten) sob herbivoria d& exiguee do acardetranychus urtica¢ékoch, 1836) (Acari:
Tetranychidae) foram mais atrativas ao acaro padBtytoseiulus persimiligAthias-
Henriot, 1957) (Acari: Phytoseiidae) do que as filzadas apenas por uma espécie (de
Boer et al., 2008).

A inducdo de defesas na sojalycine max(L.) Merrill.) € influenciada pela
espécie,pelo estagio de desenvolvimento e pelo dexwerbivoro que origina a injuria.
Por exemplo, quando a planta de soja sofre heilbiyior fémeas d&uschistus heros

(Fabricius, 1791) (Heteroptera: Pentatomidd®ra mais volateis do que quando é atacada



por ninfas ou por machos. A composi¢cao de volaeissoja também pode variar em
funcéo do tipo de aparelho bucal do herbivoro capts injuria dénticarsia gemmatalis
(HUbner, 1818) (Lepidoptera: Noctuidae) (Moraeslet 2005). Variacdes genotipicas e
fenotipicas da planta hospedeira também podemeimfiar na interacdo tri-tréfica. As
cultivares de soja resistentes ao ataque de pgoseviAC-100 e Dowling, quando
danificadas por herbivoria ou conjuntamente pelditeria e oviposicdo atrairam mais
fémeas deTelenomus podisiAshmead, 1881) (Hymenoptera: Scelionidae), quando
comparadas as plantas sem qualquer tipo de ingirgquanto a cultivar suscetivel Silvania
ndo afetou o comportamento do parasitéide (Michetedl., 2011).

Os parasitbéides da Familia Scelionidae sdo inimigatirais importantes de
percevejos (Hemiptera: Pentatomidae) e s&o utdgatbhm sucesso em programas de
controle biolégico em diferentes locais do mundha/uindo o Brasil. Existem diversos
relatos na literatura a respeito de uso de sennuqo$ por estes parasitdides. Assim, é
conhecido que as espéci€brissolcus basalis (Wollaston, 1858) (Hymenoptera:
Scelionidae)(Colazza et al., 2004) &e. podisiusam sinais quimicos, emitidos pelas
plantas (Moraes et al.,, 2005, 2008) e pistas gasniderivadas da comunicacao
intraespecifica dos hospedeiros (feroménios) paralizacdo do habitat e do hospedeiro a
longa distancia (Mattiacci et al., 1993; Borgeslet 1997; Colazza et al., 1999; Conti et
al., 2003; Laumann et al., 2009

Os parasitoides da familia Scelionidae sao oligigam polifagos, mas apresentam
preferéncia por ovos de determinadas espécies mevegps, por exemplo, fémeas de
parasitéidedr. basalispreferem ovipositar em ovos #kezara viridula(Linnaeus, 1758)
(Heteroptera: Pentatomidaefquanto que as de. podisiprefere ovos d&. heros(Suijii
et al.,, 2002). Da mesma maneira, herbivoros pa#fagomo os percevejos, podem

mostrar preferéncias por plantas hospedeiras. Bstmantas cultivadas, por exemdo,



herose N. viridula mostram preferéncia pela soja, enquanto Qishelops melacanthus
(Dallas, 1851 Heteroptera: Pentatomidae) ataca preferencialneentgho Zea maypsou
trigo (Triticumspp) (Panizzi et al., 2000).

Os resultados desses e de outros estudos criaramperspectiva de uso destes
inimigos naturais no controle bioldgico, pois osmamuimicos interferem no
comportamento de forrageamento e, assim, estesnpederiam ser manipulados para
aumentar a sua eficiéncia como inimigos naturaipm@as. No Brasil, tém ocorrido
avancos no estudo de parasitéides e sua aplicag@amnejo de pragas. Mas, apesar desses
avancos ainda ha vérios aspectos biologicos e gicoBdas espécies que necessitam ser
conhecidos para que o manejo seja eficiente pdesenvolvimento de novas tecnologias
para o uso eficaz no controle bioldgico.

A informacéo disponivel do sistema tri-trofico sejaercevejos - parasitoides de
ovos (Hymenoptera: Scelionidae) indica que as atade soja liberam uma mistura de
volateis em resposta a injuria causada pela alagéotde ninfas e adultos do perce\&jo
herose estes volateis atraem o parasitoide podisi(Moraes et al., 2005). Assim, este
trabalho pretendeu ir além ao estudar o mesmarsaste-tréfico e os semioquimicos, mas
incluindo outra espécie de percevejo e de pardsitéiestudando a interagdo entre esses
agentes. Além disso, a preferéncia do parasit@denfis uma variavel considerada nas

analises.



OBJETIVOS

Objetivo geral
Estudar as interagbes tri-troficas mediadas poricgprimicos do sistema soja-

percevejo-parasitéide de ovos para avaliar a dspidade de resposta dos parasitéides.

Objetivos Especificos
1. Identificar a composicdo qualitativa e quantitatdas perfis quimicos emitidos

pelas plantas de soja quando danificadas pelosyosE. heros e N. viridula

2. Verificar se os parasitéidds. podisie Tr. basalisrespondem diferencialmente aos

volateis de plantas de soja quando danificadas pelicevejo&. heros e N. viridula.

3. Verificar se a resposta dos parasitoides aos Vslataitidos por plantas de soja
induzidas pelos percevej@& heros e N. viridulasta relacionada com a preferéncia de

hospedeiros dos parasitéides.



HIPOTESES

1- A injuria causada pela herbivoria & herose N. viridula influencia a composi¢éo
qualitativa e quantitativa dos volateis emitidosapeplantas de soja e a resposta dos
parasitéides de ovos$e. podisie Tr. basalis
Predicbes:

- Espera-se que os perfis qualitativos e quanitatide volateis
emitidos por plantas de soja danificadas fgor heros por N.
viridula, ou por ambos os insetos sejam diferentes.

- Espera-se que os parasitoideés. podisie Tr. basalis sejam
atraidos diferentemente pelos volateis emitidoagplantas de soja

danificadas pelas duas espécies de percevejos.

2- A preferéncia de hospedeiros dos parasitbides des ®e. podisie Tr. basalis
influencia a resposta aos volateis induzidos datalde soja apOs a injuria causada
pela herbivoria d&. herose N. viridula.

Predicbes:
- Espera-se que o parasitéide. podisi responda aos volateis
induzidos nas plantas de soja pelo seu hospedesferpncial, o
percevejcE. heros
- Espera-se que o parasitéide. basalis responda aos volateis,
liberados pelas plantas de soja, induzidos pelo ls@spedeiro

preferencial, o percevep. viridula



MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Bmegia e Semioquimicos de
Insetos, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnolo@&NARGEN, Brasilia-DF, no

periodo de julho de 2009 a abril de 2011.

Preparo das plantas para os experimentos

Sementes de soja da cultivar Conquista foram plastam vasos plasticos (de 7.0
cm altura, com diametro externo de 9.0 cm na parperior e 6.0 cm na parte inferior)
contendo solo esterilizado e substrato organicoroporcéo 1:1. Os vasos foram mantidos
em sala climatizada a 25°C, 60-70% de umidadavalatfotoperiodo de 14:10 L:O.

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizatlagtas no estagio vegetativo
V5 (quinto ramo de folhas compostas apds os caotilésl) (Ritchie et al., 1982), estagio
que, nas condicbes ambientais utilizadas, foi mtingpos 30 a 35 dias da germinacao.
Neste estagio as plantas foram retiradas dos vjasdamente com o solo que em seguida
foi envolvido com papel aluminio para evitar contaagao pelos volateis do mesmo, e
transferidos para camaras de vidro de 14 L partaale volateis ou para recipientes de
vidro de 3 L para serem utilizadas nos bioensaios.

Previamente aos bioensaios, as plantas foram raantdh sacos plasticos de
polietileno microperfurados sofrendo herbivoria poratro fémeas adultas virgens (4 a 5
dias apos tornarem-se adultos) dos perce\iejdeeros N. viridula ou ambos (2 insetos de
cada espécie/planta) nos periodos de 48 h, 726hheeSsem herbivoria (plantas controle).
Para evitar sinalizacdo quimica, estas plantasfickedas e ndo danificadas pelos insetos,

foram mantidas em salas separadas antes de sélizatdas nos bioensaios.



Insetos
Os insetos utilizados foram mantidos em coldniasaboratério, de acordo com a

metodologia descrita em Laumann et al. (2005) eg@oet al. (2006). As coldnias foram
acondicionadas em camaras climatizadas at26C, 65+ 10 % UR e 14:10 L:D
fotoperiodo.

Os percevejo&. herose N. viridula foram mantidos em gaiolas plasticas (8 L) e
alimentados com sementes de girass@lianthus annuugL.)), gréos de soja, amendoim
(Arachis hypogaedL.)) e vagem verdePhaseolus vulgariglL.)). ParaN. viridula foram
oferecidas, como complemento alimentar, plantasojie no estagio vegetativo. Os ovos
dos percevejos foram coletados diariamente e addscam placas de Petri. Apds a eclosao
as ninfas foram alimentadas com vagem de feij@reestes anteriormente citadas, e apos
a terceira muda foram transferidas para gaiolasadd$ios e ninfas foram separados em
diferentes gaiolas. Para os experimentos, machi@neas foram separados depois da
altima muda, antes de atingirem a maturidade sefmétlia de 5 dias de idade na fase
adulta).

Os parasitoides de ovo3 €. podisi e Tr. basalisforam criados em gaiolas de
plastico (frascos para cultura de tecidos de 25-cf@N Biomedicals) e alimentados com
mel puro. Ovos d&. herosforam oferecidos as fémeas dos parasitdides papasicao
durante 48h. ApOs este periodo, os ovos foram refosve transferidos para gaiolas
plasticas para permitir o desenvolvimento dos éstéignaturos do parasitoide. Para os
bioensaios foram utilizadas fémeas de 24-48 h déeidem experiéncia de oviposicdo e

mantidas previamente com machos para acasalamento.



Extracdo dos volateis

A extracdo de volateis de plantas de soja foi zadd com a técnica de aeragéo
(Figura 1). As plantas foram colocadas em camagagidio (10 L) fechadas através das
quais se estabeleceu uma circulacdo de ar filitadocarvao ativado. A entrada do ar nas
camaras foi estabelecida através de um orificerdatO ar foi bombeado ao interior das
camaras com um compressor de ar a um fluxo de /imihLcontrolado através de um
regulador de fluxo. A saida de ar foi estabelegda um orificio na parte superior da
camara onde foi conectado um tubo de vidro comradste Super Q (100 mg, 80-
100mesh, Alltech PA, USA). O tubo foi conectadongaubomba de succdo que mantinha
uma vazéao de 0,6 L/min. Desta maneira, pelas difaede fluxo na entrada e saida de ar,
o0 sistema trabalhou com pressao positiva no imtdas camaras evitando a contaminacao
das amostras por ndo permitir a entrada de ar tieeate (néo filtrado) e

Para obtencdo das amostras, as plantas de sogifei@ntes tratamentos foram
introduzidas nas camaras de aeracao. Foram readizacitro conjuntos de aeracbes e em
cada um foram dispostas trés camaras de cada émtimngl) quatro fémeas de heros,
(2) quatro fémeas d¥. viridula, (3) duas fémeade E. herostluas fémeas d¥. viridulae
(4) controle (plantas sem herbivoria), totalizaridb repeticbes de cada tratamento. Os
volateis liberados pelas plantas foram coletad@stuloos de vidro com adsorvente Super
Q em intervalos de 24 h durante quatro dias comtisesu

Os volateis coletados foram eluidos com solvergéroco n-hexano (500 pl) e pré-
concentrados a 50 pl sob fluxo de nitrogénio. Pmsteente, foi adicionado em cada
extrato 2 pul de Ethyl-4-decenoato (100 pg/ml) (camferéncia, padrao interno (PI)). Os
extratos assim preparados foram armazenados emxefrée20°C) até o momento da

analise.
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As analises quimicas foram conduzidas utilizandomatografia gasosa (CG-
Agilent Technologies 7890A GC System) com deteEi@r utilizando uma coluna DB-5
de 60 m x 320 um e didmetro interno de 1 pm. Paemalises foi utilizado um programa
de incremento de temperatura, com a primeira 4€/20min e um aumento de “C&Fmin
até atingir 258C/1 min. Um microlitro (1 pl) de cada amostra fujetado usando o modo
“splitless” tendo hélio como gas de transportev@ateis liberados pelas plantas em cada
periodo de 24 h foram quantificados por comparaggin a area dos picos do padrédo
interno (Ethyl-4-decenoato).

Para identificacdo dos compostos foi utilizada @atmgrafia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-MS, Agilent Techneo§975C MSD) com ionizac¢ao por
impacto de elétrons (energia de ionizacdo de 70m) analisador quadrupolar. A
identificacdo dos compostos foi realizada comparasel o padrao de fragmentagdo do
composto com aquele obtido de dados da bibliotecasgectro de massas (NIST 2009 e
Wiley 2009). As identificagbes dos compostos foremmfirmadas pela comparagdo do
padrdo de fragmentacdo e pelo indice de Kovats @dja a confirmacdo, o padrdo de
fragmentacdo e o Kl foram comparados com os dabltdos dos padrbes auténticos,
sempre que disponiveis, que foram injetados no &CMds mesmas condigbes das

amostras.
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Figura 1: Sistema de Aeracdo de plantas. A- vista geralistema mostrando camaras de
aeracdo, B- Detalhe de uma camara mostrando alardrsaida de ar e a posigéo do filtro
de carvéo ativado e do adsorvente.

Bioensaios em olfatbmetro
Para verificar a influéncia dos volateis liberaga$as plantas no comportamento

dos parasitéides foram realizados bioensaios estdatfetros.

Utilizou-se um olfatdbmetro confeccionado em umacalale acrilico com um
orificio no centro, em formato de Y, com o corpaotcal de 7,7 x 1,3 cm e dois bracos de
7,0 x 1,7 cm cada um. O olfatbmetro foi fechadopage superior e inferior utilizando
duas placas de vidro (Figura 2). O ar foi conduzadoanterior do olfatbmetro (Figura 2-1)
por uma bomba de aquario num sistema de bombearaesuiocado. Antes da entrada no
sistema, o ar foi filtrado em carvao ativado, radol por fluxémetro (0,6 I/min) e
umidificado. Posteriormente, o ar foi conduzidoy meangueiras de silicone, as duas
cameras de vidro onde estavam as plantas. Apésssagem pelas plantas o ar foi
transportado, também em mangueiras de siliconegsatFacos do olfatdmetro (Figura 2-
2). Para escoamento do ar, uma bomba de succhgefite no extremo oposto a entrada de
ar do olfatdbmetro (0,2 I/mim) (Figura 2-3 e 1-4). Agura 3 detalha o equipamento
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utilizado nos bioensaios. O olfatobmetro foi ilumdnadesde acima por duas lampadas
fluorescentes (40 W) e desde abaixo por duas laaspaftavermelhas (emissdo a 950 nm

por 108 LEDs)

Figura 2. Olfatbmetro em Y utilizado nos bioensaios para olesgio comportamental dos
parasitdides: entrada dos estimulos (1), areasdsa (2), area de liberacédo do inseto (3),
escoamento do ar (4). As areas coloridas reprasemtapercurso dos odores no

olfatdmetro.
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Figura 3: Olfatbmetro em “Y” e outros equipamentos para cga@dude bioensaios:
fluxdmetro (1), umidificador (2), filtro de carvaivado (3), cAmara de vidro (4), entrada

dos estimulos no olfatémetro (5), saida dos estismub olfatdmetro (6).

Fémeas dé&e. podisie Tr. basalisforam colocadas individualmente no olfatbmetro,
na area de liberagéo (Figura 2-3). Para evitarafgqar influéncia na resposta dos insetos
a posicao dos tratamentos foi cambiada a cadald@ebsaios. Para evitar problemas com
pseudoreplicas as plantas utilizadas foram cambiadada 5 bioensaios.

O comportamento foi monitorado por um periodo denlfutos, com um sistema
formado por uma camara CCD (Sony SPT M324CE, com lente zoom 4-50 mm/F1:1.6
montada com um filtro infravermelho) acoplada asoftware de captura e processamento
de imagens (software SACAM) (Jorge et al., 20063. variaveis medidas foram: (1)
escolha inicial (area do olfatdmetro onde o ingsttva em primeiro lugar), (2) tempo de
residéncia em diferentes areas do olfatbmetraaftranto e controle) (s), (3) mudanca de
direcdo (nimero de variacdes na direcdo do movin®re (4) trajeto total (mm).

Para os bioensaios foram realizadas de 50 a 6Qig@&pe para as seguintes

combinacdes de tratamentos:
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— Soja com herbivoria dé. herosX Controle (planta de soja sem herbivoria)

— Soja com herbivoria dd. viridula X Controle (planta de soja sem herbivoria)

— Soja com herbivoria d&. herose N. viridula X Controle (planta de soja sem
herbivoria)

— Soja com herbivoria dé. herosX Soja com herbivoria dd. viridula

— Soja com herbivoria d&. herose deN. viridula X Soja com herbivoria dé&\.
viridula

— Soja com herbivoria dé. herose deN. viridula X Soja com herbivoria dE. heros

— Controle (planta de soja sem herbivoria X Ar (§itto e umedecido)

Analise Estatistica

Os valores de escolha por um determinado tratamentocada combinacao
avaliada foram analisados por regresséo logistica @stimar a probabilidade de escolha
de cada um dos tratamentos. O testg’dde Wald foi utilizado para avaliar a hipéteses de
nao preferéncia (50% de probabilidade de escolha g@da area do olfatbmetro) por um
tratamento particular. Para comparar os valoresionédo tempo de residéncia nas
diferentes areas foi utilizado o teste de Wilcoxamputras variaveis (mudanca de direcédo
e trajeto total) quantificadas nos bioensaios efat@hetro foram analisadas com teste t
pareado.

O total de volateis liberado pelas plantas dosrelites tratamentos ao longo do
tempo foi analisado através de um modelo lineareigdizado utilizando distribuicdo
Gaussiana de erros e log como funcdo de ligacd&mea e tratamento como fatores
(fontes de variacdo). O efeito de tempo e trataménitanalisado através de Andlise de
Devianca e para comparar a quantidade de volabeisatlos pelas plantas de diferentes

tratamentos em cada tempo e pelas plantas de umanestamento ao longo do tempo
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foram utilizados contrastes par a par (P = 0.08)aRnalise da composi¢édo dos volateis
(qualitativa e quantitativa) e a variacdo da couoigao relativa dos diferentes compostos
nas misturas de volateis dos diferentes tratamdoitailizada uma analise composicional
(log-ratio) (Aitchison, 1986). Para isto foi considda a composicdo de cada composto
para a mistura total, a concentracdo de cada camfmsconvertida a uma proporcao do
total, os valores zero corrigidos segundo Aitchigd886) e posteriormente expressos
como a propor¢cdo de um componente individual (neas® foi utilizado o PI), para
finalmente converté-los em logaritmo. Os dadosnadsatados foram analisados pela
variancia multivariada (MANOVA) computando a sigogincia entre diferentes
tratamentos pelo teste F. Para caracterizar os asiog da mistura com maior
contribuicdo para separacao entre tratamentos denteapo avaliado, foram conduzidas
andlises de variaveis canbnicas (CVA). Esta anfdiseece uma combinacgéo linear entre
as variaveis que melhor discriminam os niveis defator. Neste caso foram utilizados
como diferentes niveis de tratamentos (controle, NBh e Eh+Nv). Todas as analises
estatisticas foram realizadas com o programa RR(RODEVELOPMENT CORE TEAM

2009).
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RESULTADOS

Analise da emisséao de volateis
A quantidade total de volateis liberados pelastpkde soja foi influenciada pelo

tempo de permanéncia dos insetos na planta (Anddideevianca z = 532,91, p < 0,001),
pelos diferentes tratamentos com insetos (Anaks®evianca z = 949,75, p < 0,001) e
pela interacdo entre estes dois fatores (Analiseedganca z = 524,6, p < 0,001) (Figura
4). Apds 24 h de iniciados os experimentos, ast@ados tratamentos. heros N.
viridula e E. heros + N. viriduldiberaram uma quantidade de volateis, signifieatiente,
maior que a das plantas controle (analise de giagd® < 0,05). Apés 48 h de herbivoria
os tratamento&. herose N. viridula ndo diferenciaram entre si, porém liberaram maior
guantidade de volateis do que as plantas dos tatas)controle &. heros + N. viridula
(andlise de contrastes, P = 0,01 e 0,002, respentinte) (Figura 4). As plantas com
herbivoria de fémeas d& herosno tempo de 72 h e 96 h liberaram maior quantidkde
volateis que as plantas dos demais tratamentofis@m® contrastes, P < 0,001) (Figura

4).
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Figura 4: Volateis totais (Média + Desvio padrao) obtidos géantas de soja sem percevejos
(controle) e de plantas de soja de diferentes mienéos e apods diferentes periodos de
herbivoria. Eh=plantas tratadas com quatro fémeasEdéeros Nv= plantas tratadas com
quatro fémeadl. viridula, EnNv= plantas tratadas com duas fémeas.derose duas fémeas
de N. viridula. Mesmas letras mailsculas em cada tempo indicaredifas ndo significativas
entre os tratamentos. Mesmas letras minusculasaimddiferencas nao significativas entre as
horas considerando o mesmo tratamento (MANOVA padidas repetidas e contrastes entre

os tratamentos; > 0,05).

A herbivoria desencadeada por uma ou por duasiespe percevejos influenciou
a quantidade total de volateis no mesmo tratamamtte os diferentes periodos (Figura 4).
Foram identificados 12 compostos (Anexo 1) presente mistura de volateis liberados
pelas plantas de soja sem herbivoria (controleoon herbivoria d&. heros, N. viridula
de ambas as espécidssses compostos foram encontrados em todos @sneatos.
Porém, no controle, os compostd} 8-hexen-1-ol (A) e geranil acetona (I) somentario
liberados pela planta em 24 h depois de iniciaéaperimento; o compostsfelandreno

(D) foi liberado em 48 h e 96 h e 0 composto limmé) em 24 h e 48 h. No tratamento
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comE. heros + N. viridulao compostax-felandreno (D) foi liberado pela planta somente
24 h pés a herbivoria e 0 composto geranil acetneio foi liberado pelas plantas em 48
h. As plantas de soja quando sofreram herbivori&.deerosou N. viridula liberaram
todos os compostos identificados em todos os tempsdratamentos (Figura 5) (Anexo
2).

As misturas de volateis liberados pelas plantas dibsrentes tratamentos
mostraram diferencas significativas na sua composap longo do tempo (andlise de log-
ratio por Manova, £.9s=118,2, P < 0,005, Wilks= 1,36 x 10, Fs69655,27, P < 0,005,
Wilks A= 0,0012, ks 9g=155, P < 0,005, Wilkg = 6,22 x 10-6 e § 95=61,24, P < 0,005,
Wilks A = 8,95x 10-5 para 24 h, 48 h, 72 h e 96 h resguognte) (Figura 6). As analises
de variaveis candnicas mostraram que, para todogesalos de tempo considerados, as
duas primeiras dimensdes explicam mais de 95% dacéa total, sendo assim somente

estas duas dimensdes foram analisadas.
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Figura 5: Comparacédo quantitativa (média + erro padrao)aatiras de volateis de soja
sem herbivoria (Controle), soja com herbivoria d@top fémeas d&. heros soja com
herbivoria de quatro fémeas te viridula e soja com herbivoria de duas fémeasde
heros +duas fémeas dd. viridulaem 24, 48, 72 e 96h apds o inicio dos experimeiss

letras representam os compostos: (Z)-3-hexen-Apl6-metil-5-hepten-2-ona (B)Z]-3-
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Compostos
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acetato de hexenila (Cy;felandreno (D), limoneno (E)E}-#-ocimene (F), salicilato de
metila (G), benzotiazol (H), geranil acetona fhcariofileno (J),a-farneseno (K), §,E)-
4,8,12-trimetil-1,3,7,11-tridecatetraeno (TMTT) (L)

As plantas danificadas por fémeasheros+ N. viridula e as plantas controle se
separaram dos tratamentos com fémeak.deerosou N. viridula em todos os tempos
(Figura 6).

O tratamento dé&. heros + N. viridulafoi caracterizado por uma alta proporcéo
relativa do compostdZj-3-hexen-1-ol (A). Em 24 h pés herbivoria a prag@ar relativa do
composto Z)-3-acetato de hexenila (C) esteve associada atsmmnentosE. heros + N.
viridula e N. viridula; a-felandreno (D) e salicilato de metila (G) estiverassociados ao
tratamentoE. herose 6-metil-5-hepten-2-ona (B) associado ao conffeigura 6A). Em
48 h de herbivoria os tratamentsherose N. viridula foram caracterizados por uma alta
proporc¢éao relativa dos compostos salicilato delenéB) e geranil acetona (I) (Figura 6B).
Em 72 h de herbivoria limoneno (Epdarneseno (K) foram importantes para caracterizar
os tratamento&. herose N. viridula (Figura 6C). Em 96 h de herbivoria os compostos
limoneno (E) e K,B)-4,8,12-trimetil-1,3,7,11-tridecatetraeno (TMTTL) ( estiveram
associados aos tratamentosherose N. viridula e o0 compostoZ)-3-acetato de hexenila
(C) junto ao anteriormente mencionadd)-8-hexen-1-ol, mostraram uma proporgcao

relativa maior no tratamengb. Heros + N. viridula(Figura 6D).
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Figura 6: Analises de varidveis canbnicas (AVC) mostranddifesencas na composicao
de volateis de plantas de soja de diferentes teaits e apds diferentes periodos de
herbivoria. Eh=plantas tratadas com quatro fémea&dberos Nv= plantas tratadas com
guatro fémeadN. viridula, EhNv= plantas tratadas com duas fémea&.dkerose duas
fémeas dé\. viridula, controle= planta sem percevejos. Os simbolos reptas oscores
individuais para cada amostra calculados a paatihdC que maximiza a diferenca entre
os tratamentos nas duas dimensdes consideradasg(@¥R). As linhas representam os
diferentes compostos presentes nas amostras, oriotegnfo de cada linha representa a
importancia (magnitude relativa) da contribuicaccdda composto para diferenciagéo dos
tratamentos. As letras representam os compaogjetiexen-1-ol (A), 6-metil-5-hepten-2-
ona (B), £)-3-acetato de hexenila (G)felandreno (D), limoneno (E)EJ-S-ocimene (F),
salicilato de metila (G), benzotiazol (H), geraaetona (I)S-cariofileno (J),a-farneseno
(K), (E,B)-4,8,12-trimetil-1,3,7,11-tridecatetraeno (TMTT).(
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Bioensaios com parasitéides
Nos bioensaios em olfatdmetro, o parasitoigée podisimostrou preferéncia por

plantas com herbivoria dé. herosap6s 72 h de iniciados os tratamentos em relacdo as
plantas sem herbivoria (controlef’ (= 4,28; n = 50; p = 0,03) (Figura 7A). Quando
contrastadas as plantas danificadasNboviridula ou E. heros+ N. viridula com plantas
controle,Te. podisindo mostrou preferéncia de escolha (Figura 7A).

Ao considerar o tempo de residéncia, os tratamdatdgeros + N. viridulacom
herbivoriade 72 h e\. viridula com herbivoria de 96 h, quando contrastados camitgub
controle, retiveram as fémeas @e. podisiem intervalos de tempo significativamente
maiores (Teste de Wilcoxon W = 1.340,00; n = 5¢;(@001 et =-2,12; n =50; p = 0,039
respectivamente) (Figura 7B). Os volateis de ptante soja ndo danificadas por
percevejos também retiveram as fémeas$aleodisinas areas do olfatbmetro tratadas em
comparacao a area do olfatbmetro que recebeu seraefiltrado e umidificado (Teste de

Wilcoxon W = -1.045,0, n = 50, p < 0,001) (Figuig).7
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Figura 7: Resposta do parasitoide. podisiem olfatbmetro para volateis de plantas de
soja de diferentes tratamentos e apoés diferentésdps de herbivoria. Eh plantas
tratadas com quatro fémeas He heros Nv = plantas tratadas com quatro féméhs
viridula, EhNv = plantas tratadas com duas fémeasdéeros+ duas fémeas dhl.
viridula, controle = planta sem percevejos e ar = ar ditira umidificado sem presenca de
plantas. (A) primeira escolha, (B) tempo de resid€iimédia + Erro Padrdo (EP)), (C)
mudanca de direcdo (média £ EP) e (D) trajeto t@tatdia + EP). Numeros entre
parénteses indicam os parasitdides que ndo respon@d®s estimulos. Asteriscos indicam
diferencas significativas (* = 0,01 < P < 0,05,2%0,001 < P < 0,01 e ** = P < 0,001).
Testey® para escolha inicial, teste de Wilcoxon para o tem residéncia e teste t para

mudanca de direcéo e trajeto total.
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Os parametros utilizados para analisar o padra@al gg&8 movimento dos
parasitéides ndo foram influenciados, em grandeidaeghelos volateis das plantas dos
diferentes tratamentos. Foram encontradas difesesignificativas para o numero de
mudancas na direcdo do percurso das fémeaBedgodisiquando contrastados com
volateis de plantas controle (Teste t = 3.6908,62, p = 0,006) versus volateis de plantas
do tratamentde. heros + N. viridula72 h e também para volateis de plantas controle em
comparacao ao ar filtrado e umidificado (Teste2tG¥5,0, n = 50, p = 0,002) (Figura 7C).
O trajeto total nas diferentes areas do olfatdmmwstrou diferencas significativas para os
volateis de plantas dos tratamentbsviridula 48h e 96 h quando comparados aos volateis
de plantas controle (Teste t = 2.370,0, n = 46 0p083; Teste t = -3,08, n = 48, p = 0,003,
respectivamente) (Figura 7D).

Pelo fato das fémeas dee. podisiapresentarem resposta aos tratamentos de
herbivoria deE. heros72 h,E. heros + N. viridula72h eN. viridula 96 h, os mesmos
foram contrastados entre si, a fim de avaliar éepgacia por algum destes tratamentos.

Para a escolha inicial, o parasitoide. podisirespondeu positivamente ao
tratamentdE. heros72 h quando contrastado c&nheros + N. viridulaz2 h eN. viridula
96 h ¢*1= 7,54, n =50 p = 0,006 1= 8,99,n = 50 p = 0,002 respectivamente) e ao
tratamentcE. heros + N. viridula72 h quando comparado ao tratamextoiridula 96 h
(x?1=5,45, n = 50 p = 0,019) (Figura 8A).

O parasitdide permaneceu maior tempo no braco fdtoietro que apresentava
os tratamentos de. heros72 h contrastado coi. viridula 96 h eE. heros + N. viridula
(W =-573,00, n = 50, p = 0,006; W = -405,000, BG; p = 0,05, respectivamenteEe
heros + N. viridula72 h quando comparadoM viridula 96 h (W = 4,21, n = 51, p <

0,001) (Figura 8B).
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Figura 8: Resposta do parasitéidee. podisiem olfatbmetro aos tratamentos: Eh 72h=
plantas tratadas com quatro fémeag deerosapos 72 h de iniciada a herbivoria, Nv 96h=
plantas tratadas com quatro fémeasNdeviridula apés 96 h de iniciada a herbivoria e
EhNv 72h= plantas tratadas com duas fémeak.deerose duas fémeas d¥. viridula
apos 72 h de iniciada a herbivoria. (A) primeiraodisa e (B) tempo de residéncia (Média
+ EP). Asteriscos indicam diferengas significatifas 0,01 < P < 0,05, ** = 0,001 <P <
0,01 e *** = P < 0,001). Testg para escolha inicial e teste de Wilcoxon para qtede

residéncia.

A escolha inicial do parasitoide. basalisfoi semelhante para volateis de plantas
dos tratamentos em todos os intervalos de tempsidemados em relacéo aos volateis de
plantas sem herbivoria (controle) (Figura 9A).

O parasitoideTr. basalispermaneceu por mais tempo no braco do olfatbmetro

com o tratamento controle (W = 743,00, n = 50, §,601) em comparagdo ao ar, € no

tratamentoN. viridula 96 h (T = 453,00, n = 50, p = 0,02), quando catd@do com

controle (Figura 9B). As fémeas de. basalispermaneceram em intervalos de tempo
similares nos bracos do olfatbmetro tratados condteis de plantas nas diferentes
combinacfes de tratamentos avaliadbs. basalis mostrou maior atividade de busca,
avaliada através do parametro mudanca de direga@rea do olfatbmetro que continha ar
filtrado e umidificado em relagéo ao controle (1L.848,00, p < 0,001) e o controle (T =
1.675,00, p = 0,03) em relacéo as areas tratagavalateis das plantas com herbivoria de

E. heros + N. viridula96 h. (Figuras 6C). Os volateis de plantas ddartrantos. heros

48 h,N. viridula48 h eE. Heros + N. viridula96 h também estimularam o comportamento
26



de busca das fémeas de. basalis Neste caso, o trajeto total percorrido nas areas
mencionadas foi significativamente maior quando garado ao das areas tratadas com
volateis de plantas controle (T =1.696,00, n =838,0,002; T = 1662,00,n=39p =0,01 e
T =2.217,00, n = 46, p = 0,02 pd&aheros48 h,N. viridula48 h eE. heros + N. viridula

96 h vs plantas controle respectivamente) (Figiva 9
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Figura 9: Resposta do parasitoide. basalisem olfatdmetro para volateis de plantas de
soja de diferentes tratamentos e apés diferentéedos de herbivoria. Ehplantas
tratadas com quatro fémeas He heros Nv= plantas tratadas com quatro féméas
viridula, EhNv= plantas tratadas com duas fémeasfEdderose duas fémeas dH.
viridula, controle= planta sem percevejos e ar= ar filtradonidificado sem presenca de
plantas. (A) primeira escolha, (B) tempo de residérfmédia + EP), (C) mudanca de
direcdo (média + EP) e (D) trajeto total (médiaR) ENUmeros entre paréntese indicam os
parasitdides que nao responderam aos estimuloserigests indicam diferencas
significativas (* = 0,01 < P < 0,05, ** = 0,001 <<P0,01 e *** = P < 0,001. Test¢ para
escolha inicial, teste de Wilcoxon para o tempaestdéncia e teste t para mudanca de

direcéo e trajeto total.
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DISCUSSAO

A composicdo de volateis encontrada neste trabalhgimilar a previamente
relatada para outras variedades de soja (BR16, ibpwWAC 100 e Silvania) ap6s a
herbivoria de percevejos (Moraes et al., 2008, 20@Rhereff et al.,, 2011) ou por
tratamentos com o fitohorménas-jasmone, que é um ativador das vias metabdlicas qu
levam a producdo das defesas induzidas (Moraek, é2089). Porem as concentragdes
relativas dos compostos foram diferentes daquekdgmente relatadas. Neste caso, as
diferencas podem dever-se aos diferentes estagiosogh utilizados nos trabalhos
anteriores (V3, vegetativo 3) (Moraes et al., 208@)9, Michereff et al., 2011) e neste
trabalho (V5, vegetativo 5). O estagio V5 é o npaéximo da floracéo e do inicio da etapa
reprodutiva. Assim, pode-se sugerir que a difereracaroducao de volateis em relacdo aos
estagios vegetativos iniciais pode ser devido smda planta estar comecando a investir
mais recursos na reproducao.

A resposta preferencial das fémeasldepodisiobservadgara osvolateis de soja
apos a herbivoria d&. heros esta relacionado com a preferéncia desta espécie de
parasitoide por ovos de. heroscomo hospedeiro, em comparacdo com outras espkies
percevejos, adicionalment&e. podisi apresenta maiores taxas de parasitismo e de
sobrevivéncia (Sujii et al., 2002). Assim nossosultados sugerem que a resposta
especifica para os volateis induzidos pela aling@atadeste percevejo poderia conferir
uma clara vantagem seletiva para o parasitéide pquaieria utilizar este sinal para o
forrageamento em locais de incidéncia do hospedeigue certamente favoreceria um
desenvolvimento mais eficiente. Este resultadoaidéntambém com estudos prévios da
resposta deste parasitdide as defesas induzidasogmapds a herbivoria d& heros

(Moraes et al., 2005; 2008).
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Apesar das fémeas de. podisiresponder positivamente aos volateis induzidos
pela herbivoria d&. heros estes compostos ndo foram eficientes para retédaarea do
olfatbmetro (tempo de residéncia). Provavelmergdémeas desta espécie necessitem de
outros estimulos para confirmar a localizacdo dgpldeiro, como feroménios sexual ou
de alarme. E conhecido que este parasitdide respand compostos de comunicagio
intraespecifica de percevejos (Borges et ¥897; Pires et al., 2001; Suijii et al., 2002;
Laumann et al., 2009), assim estes sinais em cangom os volateis induzidos poderiam
atuar sinergicamente, facilitando a localizacabapedeiros pelo parasitéide.

Os resultados obtidos mostraram a especificidadpadasitoideTe. podisia seu
hospedeird. heros Como ocorre com o parasitéi@etesia plutellagKurdjumov, 1912)
(Hymenoptera: Braconidae) o qual prefere plantas dano de seu hospedeiftutella
xylostella(Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Plutellidae) do ggqaelas plantas cujos volateis
foram induzidos por herbivoria de espécie ndo himipe ou por varias espécies de
herbivoros (Shiojiri et al., 2000).

Para o parasitoiddr. basalis,os volateis induzidos pela herbivoria ndo foram
suficientes para estimular a sua atracdo aos heispsed No entanto, o parasitéide
permaneceu maior tempo na area do olfatdmetrodaatam planta danificada pdt.
viridula. Para a atratividadeggrovavelmente, seja necesséaria a associacao dadngrb
com outro tipo de dano, como ocorreu com essa mespexie de parasitéide em resposta
ao dano de herbivoria causado porviridula em plantas de feija¥icia fabal., 1753
(Fabales: Fabaceae). Nesse caso, o0 parasitoideasalisrespondeu aos volateis apenas
quando estes foram resultados da combinacao dedgamerbivoria e de oviposicao gér
viridula (Colazza et al., 2004). Os compostos quimicos &sldiberados unicamente pelo
dano de herbivoria podem estar em baixa concewtragdpossivelmente, ndo serem

suficientes para a atracdo do parasitoide.
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A inducdo de volateis decorrente da herbivoria deismde uma espécie de
percevejo afetou a resposta dos parasitéides. &sipzEideTe. podisi,diferentemente de
Tr. basalisparece discriminar os compostos induzidos pothsspedeiro preferencial. Os
compostos4) 3-hexen-1-ol (A), limoneno (E) efarneseno (K) podem ter influenciado o
comportamento do parasitéide. podisia partir de 72 h de herbivoria & heros Estes
compostos se destacaram dos demais presentes tneandie volateis e estdo associados
com os tratamentoS. heros + N. viridula((Z2) 3-hexen-1-ol (A)),E. herose N. viridula
(limoneno (E) ea-farneseno (K)). Entretanto, a especificidade dspasta pode estar
baseada ndo somente na presenca em maior condentteagm determinado composto,
mas também na relacdo qualitativa e quantitatigeedecompostos com o total da mistura
emitida ap6s a inducao de herbivoria (Hilker & MdN2008).

Estas hipéteses devem ser avaliadas em novos tosjwle bioensaios que
considerem maior tempo de interacdo do herbivono aplanta e compostos produzidos
individualmente em cada tratamento, para estalretecas diferencas observadas no perfil
de volateis sdo as responsaveis pela respostartdifel do parasitéide.

Os resultados confirmam a hipotese de que difeseaspécies de percevejos
induzem a producao de volateis pelas plantas deafoliferente (Moraes et al. 2005). Em
soja, 0s percevejds. herose N. viridula causam injarias diferentes (Corréa-Ferreira 2002;
Depieri & Panizzi 2011) o que pode estar relacionemm a toxicidade dos componentes
da saliva de cada espécie. Tanto em insetos ndetasg quanto sugadores ja foram
detectadas substancias na saliva que séo respmnpéieinducdo de defesas em plantas
(Arimura et al., 2005). Sendo assim, o potencialddao de cada espécie pode estar
correlacionado com uma série de caracteristicasldfigcas de cada espécie que sao

capazes de induzir as defesas em soja. Estas $epdievem ser avaliadas estudando a
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composicao da saliva de diferentes espécies deysos e isolando os possiveis indutores
presentes na mesma.

Houve maior atratividade do parasitdide de oVespodisipara volateis de plantas
induzidas poE. herosdo que para volateis da planta controle, como éampara aqueles
induzidos por ambas as espécies ou para aquelesdod por\. viridula. Esse resultado
contrasta com o observado no acaro pred&tgitoseiulus persimiligAthias-Henriot,
1957) (Mesostigmata: Phytoseiidae) que prefereteisl@le plantas de feijao e de pepino
guando sao induzidos pela herbivoria de mais deaspécie simultaneamente (de Boer et
al., 2008). Te. podisi parece reconhecer os volateis induzidos pelo smpdaeiro
preferencial. Assim, sugere-se que o0s volateiszidds pela herbivoria de ambas as
espécies estejam silenciando a inducab.deeros

E conhecido que os volateis induzidos por herbivarfluenciam na colonizacéo
de herbivoros subsequentes durante a selecao maslespedeiras para alimentagdo ou
oviposicdo (Shiojiri et al., 2002; Dicke & Baldwing010). As injarias de mudltiplas
espécies de herbivoros podem afetar as interagfies antas e inimigos naturais pela
mudanca na composi¢ado de volateis emitidos petagad (Shiojiri et al., 2001; Vos et al.
2001). Essa interferéncia depende da espécie déaptada composicdo de herbivoros
presentes. Resultados prévios parecem ser contiadjtenquanto alguns parasitdides e
predadores podem ser mais atraidos aos volatelsizidms pelas injurias de mais de uma
espécie de herbivoro (Shiojiri et al., 2002; De 1Bateal., 2004, 2008; Moayeri et al., 2007)
outros preferem volateis liberados apds herbivdéauma Unica espécie (Shiojiri et al.,
2001). A atracdo preferencial para odores oriund®sherbivoria multipla parece ser
associada as maiores emissfes de compostos vaépmsificos e, assim, é possivel a
maior deteccéo de sinais relacionados com a prasenhospedeiro ou presa preferencial.

Enquanto a ndo atratividade para os volateis degdalecorrentes de herbivoria multipla
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provavelmente deve ser devido a supressdo da indieg&olateis por outras espécies e
gue sao utilizados pelos inimigos naturais durss#a comportamento de busca de
hospedeiros, reduzindo assim o risco de parasit@nue predacéo.

Nos sistemas de cultivo de soja as plantas sa@dstacpor um complexo de
percevejos pragas. A comunicacao interespecifitee em planta, 0os percevejos e 0s
parasitdides podem interferir na colonizacdo desdasetos herbivoros e,
consequentemente, na atracdo e desempenho dogdmas Os resultados mostraram
qgue o parasitdidde. podisiresponde seletivamente aos volateis induzidos ipglaa
causada pela herbivoria de seu hospedeiro prefateicheros Entretantol'r. basalisnéo
mostrou a mesma seletividade de resposta. A respliferencial dos parasitdides para
defesa induzida em soja poderia alterar a compwmsigd comunidade de parasitoides,
quando as guildas de percevejos apresentam ddemdrhposicdo de espécies, com

consequéncias praticas para o manejo destes emaprag de controle bioldgico.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos neste trabalho mostraramagdte no perfil dos compostos
quimicos induzidos em plantas de soja ap6s a lwihidos percevejo& heros, N.
viridula ou de ambos. As varia¢cdes na composicado de wolddsi plantas danificadas por
diferentes combinacfes de percevejos influenciararmmportamento dos parasitéides de
ovos. O parasitoidele. podisi, diferentemente dér. basalis parece discriminar 0s
compostos induzidos por seu hospedeiro preferericidlerose utiliza-os para se orientar
durante a busca de hospedeiros.

A auséncia de resposta do parasitdidebasalispode ter sido influenciada pelo
curto tempo de exposi¢cdo das plantas a herbivaigetcevejos (especialmente seu
hospedeiro preferencidl. viriduld) ou pode indicar que esta espécie utiliza outimas
ou uma mistura deles durante a busca de hospedéisies resultados confirmam
parcialmente as hipéteses testadas neste trabalho.

A composi¢cdo da comunidade de percevejos herbiwuesatacam a soja pode
influenciar o comportamento de busca de hospeddosgarasitéides de ovos mediante a
inducdo diferencial de defesas. Trabalhos futuregeh ser orientados a estabelecer
qual(ais) composto(s) das misturas induzidas sfmonsaveis pela atracao Te. podisi
gual o efeito da herbivoria dos percevejos ao lodgatempo, como a herbivoria dos
percevejos influencia as defesas de soja em ditsyerstagios fisiolégicos da planta e
aprofundar os conhecimentos sobre 0s mecanismosse@iiéncias ecologicas do uso de
defesas induzidas pelos parasitoifiespodisie Tr. basalis

A interacdo dos sinais quimicos com outros de elifier natureza (visuais, sonoros,
vibratorios) também é um dos aspectos que deveossiderado em futuros trabalhos ja
que estes insetos podem obter informacfes maissasee confiaveis do ambiente onde

forrageam por um sistema multimodal de sinais pistes.
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ANEXOS

ANEXO 1: Compostos volateis identificados de plantas §& ®oConquista e seus indice

de Kovats (KI).

COMPOSTOS Kl
(2)-3-Hexen-1-ol 856
6-Metil-5-Hepten-2-Ona 989
(2)-3-Acetato de hexenila 1005
a-Felandreno 1016
Limoneno 1041
(E)-p-ocimeno 1052
Salicilato de metila 1217
Benzotiazol 1257
Geranil acetona 1445
p-Cariofileno 1464
a-Farneseno 1518
TMTT 1589

TMTT ((E,B)-4,8,12-trimetil-1,3,7,11-tridecatetraeno)
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ANEXO 2: Compostos volateis coletados de plantas de sojamguista (média £ EP (ng/24h)) sem percevejoni)u submetidas a herbivoria de
herbivoria por EhE. hero3, Nv (N. viridula) e EhNv E. heros+N. viriduld, nos intervalos de: 24, 48, 72 e 96 horas.

Compostos 24h 48h

Cont Eh Nv EhNv Cont Eh Nv EhNv
(2)-3-Hexen-1-ol 0,04+0,01  0,03+0,01 0,17+0,07 304 0+0 0,33+0,03 0,35+0,06 3,37+0,57
6-Metil-5-Hepten-2-Ona 0,56+0,05 0,61+0,05 0,66¥0,0 0,78+0,03 0,28+0,02 0,19+0,02 0,36+0,04 0,2720,0
(2)-3-Acetato de hexenila 0,86+0,03  2,25+0,11 2,33+0, 1,99+0,11 0,72+0,02 1,02+0,07 1,16+0,14 0,0910,0
a-Felandreno 0+0 0,1+0,01 0,06+0,01 0,12+0,01 00®x  0,05+0,01 0,03+0,01 0+0
Limoneno 0,08+0,0 0,03+0,0 0,44+0,07 0,11+0,01 98(B02 0,33+0,03 0,46+0,05 0,53+0,06
(E)-p-ocimeno 0,02+0,0 0,04+0,02 0,61+0,05 0,41+0,01 4640,11 0,44+0,04 0,29+0,07 0,11+0,01
Salicilato de metila 0,51+0,02  2,94+0,23 1,70+0,3 ,33%0,15 0,34+0,02 1,51+0,12 1,30+0,2 0,07+0,01
Benzotiazol 0,4+0,04 0,32+0,03 0,33+0,03 1,01+0,07  0,35+0,02 0,08+0,01 0,24+0,03 005+0,01
Geranil acetona 0,26+0,01  0,31+0,02 0,39+0,05 Gam 0+0 0,31+0,03 0,15+0,03 0+0
p-Cariofileno 1,83+0,14  2,00+0,1 3,00+0,3 2,62+0,13 1,17+0,09 1,34+0,1 1,49+0,14 0,04+0,01
a-Farneseno 0,47+0,03  3,97+0,56 1,10+0,16 1,94+0,06 0,52+0,03 2,29+0,17 2,83+0,52 0,12+0,04
TMTT 0,308+0,01 0,691+0,07 0,65+0,08 0,62+0,04 78202 0,40+0,04  0,46+0,05 0,81+0,23
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ANEXO 2: Continuacédo

Compostos 72h 96h

Cont Eh Nv EhNv Cont Eh Nv EhNv
(2)-3-Hexen-1-ol 0+0 0,429+0,04 0,273+0,02 0,359#0, 0+0 0,175+0,03 0,071+0,01  0,340%0,14
6-Metil-5-Hepten-2-Ona 0,223+0,04 0,365+0,04 0,1@P* 0,319+0,03 0,207+0,02 0,284+0,03 0,077%0,01 ,30%+0,03
(2)-3-Acetato de hexenila 0,72940,13 1,247+0,12 (903 0,821+0,04 0,384+0,07 1,457+0,24 1,094+0,07,815+0,05
a-Felandreno 0+0 0,086+0,01 0,072+0,01 0+0 0,04210, 0,109+0,03 0,079+0,01 0+0
Limoneno 00 0,618+0,13 0,141+0,01 0,104+0,01 0+0 0,486+0,1  0,342+0,04  0,109+0,01
(E)-p-ocimeno 1,057+0,27 0,345+0,07 0,199+0,01 0,33720,0 0,770+0,28 0,413+0,06 0,368+0,03  0,328+0,03
Salicilato de metila 0,384+0,06 1,878+0,19 0,558380, 0,555+0,05 0,211+0,04 1,739+0,14 0,77940,05 9&t0,04
Benzotiazol 0,857+0,18 0,314+0,03 0,066+0 0,42940,0 0,412+0,1 0,311+0,05 0,088+0,01  0,354+0,03
Geranil acetona 0+0 0,168+0,02 0,052+0,01 0,104¢0,0 00 0,223+0,03 0,082+0 0,108+0,01
B-Cariofileno 0,866+0,14 1,114+0,1 1,06£0,04 1,07.980 1,787+0,47 1,355+0,13 1,384+0,09  0,880+0,05
a-Farneseno 0,794+0,15 3,988+0,44 0,838:0,04 0,808+0 1,085+0,31 5,234+1,08 0,992+0,05  0,472+0,05
TMTT 0,215+0,05 0,542+0,1 0,26+0,03  0,522+0,04 0+0 0,868+0,06 0,203+0,01  0,374+0,05

TMTT ((E,B)-4,8,12-trimetil-1,3,7,11-tridecatetraeno)
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