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RESUMO

A lagarta Spodoptera frugiperda (Smith, 1797) (Lepdopitera: Noctuidae) é praga na
cultura do milho, afetando em até 60% os rendimentos de grdos. Uma das formas de
controle dessa praga é por meio do controle bioldgico, sendo as vespas predadoras uma
alternativa viavel . Desta forma, objetivou-se avaliar a resposta olfativa da vespa social
Polybia fastidiosuscual (Saussure) (Hymenoptera: Vespidae) para volateis liberados por
plantas de milho e/ou da lagarta S. frugiperda. Utilizando um olfatémetro em Y, foram
realizados bioensaios comportamentais para verificar a resposta comportamental das
vespas sociais aos volateis liberados por lagartas S. frugiperda, por plantas de milho,
por plantas de milho induzidas com lagartas Spodoptera frugiperda e plantas de milho
injarias mecanicas e/ou tratadas com regurgito de lagartas ou dgua. Observou-se que as
vespas sociais ndo tiveram preferéncia significativa quando ofertou-se, ar, lagartas,
plantas de milho sem indugdo ou plantas de milho injuriadas mecanicamente tratadas
com 4gua. No entanto, as vespas preferiram plantas induzidas por lagartas S. frugiperda
ou plantas injuriadas mecanicamente tratadas com regurgito de lagartas durante os
intervalos de 5-6 horas e 24-25 horas. O mesmo nédo foi observado quando as plantas
foram induzidas por lagartas ou injuriadas mecanicamente tratadas com regurgito de
lagarta no intervalo de 1-2 horas. Estes resultados foram confirmados quando ofertou-se
os extratos plantas de milho induzidas por lagartas S. frugiperda ou plantas de milho
injuriadas mecanicamente tratadas com regurgito de lagartas ap6s 5-6 horas de inducao
versus o hexano como controle. Em uma segunda fase os extratos de plantas de milho
sem inducdo, plantas de milho com a presenca de S. frugiperda por 1 hora, plantas de
milho com a presenca continua de S. frugiperda e de plantas de milho injuriadas
mecanicamente tratadas com regurgito de lagartas foram quantificados por
cromatografia gasosa acoplada a deteccdo por ionizacdo de chamas (CG-DIC) e
analisados por cromatografo gasoso acoplado a espectrdmetro de massas (CG-EM)
utilizando o gas hélio como gas de arraste. Os dados foram coletados e avaliados com o
software ChemStation. E a identificagdo dos compostos dos extratos das plantas de
milho foi feita por comparacéo dos tempos de retencdo no CG-DIC com os dos padroes

usando coluna apolares e calculo do indice de Kovats.

Palavras-chave: Compostos orgénicos volateis, interacdo tritréfica, defesa indireta,

lagarta, vespa social, controle bioldgico.



ABSTRACT

The caterpillar Spodoptera frugiperda (Smith, 1797) (Lepdopitera: Noctuidae) is a pest
in corn, affecting up to 60%, the grain yield. One way to control this pest is through
biological control, and predatory wasps a viable alternative. Thus, we aimed to evaluate
the olfactory response of the social wasp Polybia fastidiosuscula (Saussure)
(Hymenoptera: Vespidae) to volatiles released by maize plants and / or caterpillar S.
frugiperda. Using a olfactometer-Y, behavioral experiments were conducted to verify
the behavioral response to volatile social wasps released by S. frugiperda larvae by corn
plants, induced by corn plants with caterpillars Spodoptera frugiperda and corn plants
mechanical injuries and / or treated with caterpillars regurgitate or water. It was
observed that the wasps did not have significant social preferably when offered up, air,
caterpillars, corn plants without induction or mechanically injured maize plants treated
with water. However, wasps preferred induced by S. frugiperda larvae or mechanically
injured plants treated with caterpillars of regurgitation during intervals 5-6 hours and
24-25 hours plants. The same was not observed when plants were induced by
caterpillars or injured mechanically treated with caterpillar regurgitate in the range of 1-
2 hours. These results were confirmed when offered up corn plant extracts induced by S.
frugiperda larvae or corn plants injured overflow, mechanically treated larvae after 5-6
hours of induction versus hexane as control. In a second phase extracts of corn plants
without induction, corn plants with the presence of S. frugiperda for 1 hour, corn plants
with the continued presence of S. frugiperda and corn plants injured mechanically
treated regurgitate Crawler were quantified by gas chromatography-flame ionization
detection (GC-FID) and analyzed by gas chromatography coupled to mass spectrometry
(GC-MS) using helium as the carrier gas. Data were collected and evaluated with the
ChemStation software. And the identification of compounds of extracts of maize plants
was made by comparison of retention times in GC-FID with patterns using nonpolar

column and Kovats index calculation.

Key words: Volatile Organic Compounds, tritrophic interaction, indirect defenses,

caterpillar, social wasp, biological control.
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1. INTRODUCAO GERAL

A cultura do milho no Brasil destaca-se por ocupar o segundo lugar em maior
volume de gréos produzidos, com cerca de 78 milhdes toneladas, ocupando uma area de
aproximadamente 16 milhdes de hectares na safra de 2012/13 (CONAB, 2013). No
entanto, o ataque de lagartas séo as principais causas da queda na produtividade e da
baixa qualidade dos gréos, afetando em até 60% o rendimento da cultura (LUIZ &
MAGRO, 2007).

Dentre as lagartas, a do cartucho, Spodoptera frugiperda (Smith) (Lepidoptera:
Noctuidae), respalda sua importancia pela ampla distribuicdo temporal e geogréfica,
constituindo-se em uma das espécies mais nocivas para as culturas anuais nas regides
tropicais das Américas, principalmente no Brasil (NAGOSHI et al., 2007). Devido seu
habito polifago, esta praga utiliza varios hospedeiros nos diferentes agroecossistemas
(WAQUIL et al., 2002), sendo o milho o seu hospedeiro preferencial, causando danos
em todas as fases de crescimento da planta e, grande prejuizo monetério para o produtor
(CRUZ, 1995; BUSATO et al., 2002; SA et al., 2009).

Nas ultimas décadas, os métodos aplicadas no controle de pragas tem recebido
crescente atenc¢do devido a graves preocupagdes publicas e ambientais sobre o uso de
inseticidas sintéticos, tornando-se necessario, o desenvolvimento de novas técnicas, a fim de
minimizar uso de produtos fitossanitarios no controle de S. frugiperda por meio da
implementacdo do manejo integrado de pragas, com a inclusdo do controle biol6gico
(BOEGE & MARQUIS, 2005).

As plantas aperfeicoaram uma vasta diversidade de mecanismos de defesas
contra condicBes ambientais adversas, tais como o ataque de herbivoros, que podem
defender-se atraveés de mecanismos de defesas diretas ou indiretas (HILKER &
MEINERS, 2002). As defesas diretas sdo de origem constitutiva nas plantas e podem
afetar diretamente a biologia e a sele¢do hospedeira do inseto através de barreiras fisicas
ou quimica, tais como a produgdo de componentes toxicos e/ou deterrente da
alimentagcdo (BALDWIN & PRESTON, 1999; DOSS et al., 2000). Contudo, a defesa
indireta, sdo reacOes sistémicas da planta, derivadas de processos bioquimicos
complexos emitidos ap6s uma indugdo, que promove a atracdo de predadores que
exercem controle bioldgico sobre o herbivoro (DICKE, 1999; MEINERS & HILKER,

2002). Neste contexto, as vespas sociais sd@o considerados um grupo especial, pois
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utilizam numerosas pistas quimicas e fisicas na localizacdo de sua presa, 0 que as
colocam em situacdo privilegia para estudos sobre teias alimentares, devido suas
caracteristicas  biologicas, abundancia, distribuicdo e riqueza de interacdes
(CARPENTER & MARQUES, 2001).

Com o objetivo de subsidiar o desenvolvimento de novas técnicas para 0 manejo
eficiente no controle da lagarta S. frugiperda que requer a criacdo de inovacdes e
tecnologias menos agressivas ao meio ambiente e a sade humana, torna-se fundamental
0 estudo da resposta olfativa da vespa social Polybia fastidiosuscula (Saussure)
(Hymenoptera: Vespidae) para volateis de plantas de milho e/ou da lagarta S.
frugiperda. Neste contexto, a resposta comportamental da vespa social aos COVs
amplia o conhecimento de estratégia ecoldgicas e sustentaveis direcionadas ao manejo

integrado de pragas (MIP) com maior possibilidade de sucesso.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Milho

O milho (Zea mays L.) é uma espécie diploide pertencente a familia Poacea
(Gramineae), que possui a separagdo das inflorescéncias masculina e feminina,
caracterizando-se como uma espécie monoica. Possui metabolismo do tipo C4 e com
ampla adaptacdo a diferentes ambientes. Botanicamente, o grdo dessa espécie € um
fruto, denominado cariopse, sendo que o pericarpo esta fundido com o tegumento da
semente (CASTRO et al.,, 2005). Originaria da regido do México a aproximadamente
dez mil anos atras é considerada uma das plantas cultivadas mais antigas, que nos dias
de hoje esta amplamente disseminada por todo o planeta, tornando-se uma das poucas
culturas que o homem depende em grande escala, tanto para sua alimentacédo direta,
como indireta. Segundo Duarte et al. (2006), o0 milho € um insumo para a producgéo de
uma centena de produtos, porém, considerando apenas a cadeia produtiva de suinos e
aves consume-se aproximadamente 70% do milho produzido no mundo e entre 70 e
80% do milho produzido no Brasil.

Devido suas caracteristicas fisioldgicas, a cultura de milho tem alto potencial
produtivo, ndo sé no ponto de vista social em razdo da sua ampla utilizacdo, mais
também econdmico em funcdo da extensa area cultivada (DOBEREINER et al., 1995;
FORNASIERI FILHO, 2007). De acordo com os dados da CONAB (2013) a area
cultivada no Brasil é de aproximadamente 16 milhGes de hectares, com uma producédo
de 78 milhdes de toneladas, ocupando o segundo lugar em maior volume de graos

produzidos.

2.2. Pragas

Apesar das evidéncias que o milho ocupa grandes areas agricolas no Brasil e das
importantes transformacgdes tecnologicas decorrentes em incrementos expressivos na
producdo, a produtividade média ainda é relativamente muito baixa, sendo superado
pelos Estados Unidos e China (FORNASIERI FILHO, 2007). S&o diversos os fatores
responsaveis pela baixa produtividade, sendo que as pragas tém elevada participacéo, o

comum aparecimento destas causa danos irreversiveis a cultura, afetando desde o
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plantio até a colheita. Estes danos séo visiveis principalmente nos Gltimos anos com o
cultivo de milho “safrinha”, que oferece condigdes para a continuidade de
desenvolvimento das pragas devido a permanéncia da planta de milho na area por um
longo periodo durante o ano agricola (CRUZ et al., 2002; FARIAS et al., 2012).

O inseto € considerado praga quando atinge o nivel populacional capaz de causar
danos e reduzir o rendimento de gréos ou diminuir a qualidade do produto. No entanto,
ao longo do tempo, os insetos-praga vém co-evoluindo com seus hospedeiros, isto
significa que, por esséncia, as modificacdes visando a melhorias nos cultivares vegetais
levam a uma adaptag@o na melhoria dos insetos (CRUZ, 2008).

Entre as principais pragas a lagarta do cartucho, S. frugiperda, respalda sua
importancia pela ampla distribuicdo temporal e geografica, constituindo-se em uma das
espécies mais nocivas para as culturas anuais nas regides tropicais das Américas,
principalmente no Brasil (NAGOSHI et al., 2007). Devido seu habito polifago, esta
praga utiliza varios hospedeiros nos diferentes agro-ecossistemas (WAQUIL et al.,
2002), sendo o0 milho o seu hospedeiro preferencial, causando danos em todas as fases
de crescimento da planta e, grande prejuizo monetario para o produtor (Cruz, 1995;
BUSATO et al., 2002; SA et al., 2009)

A S. frugiperda é originaria das zonas tropicais e subtropicais das Américas, mas
pode ser encontrada em zonas temperadas do continente norte americano durante 0s
periodos de primavera e verdo (Santos et al., 2001). No Brasil ocorre praticamente em
todos os estados (PEREIRA, 2007), onde encontra clima favoravel e alimentacdo
diversificada, propicios para sua ocorréncia em diversas regibes e épocas do ano
(CRUZ, 1995; SANTOS, 2001). E um inseto holometabdlico, ou seja, durante seu ciclo
passa por quatro fases distintas: ovo, lagarta, pupa e adulto (LUGINBILL, 1928). Sua
biologia tem sido muito estudada por diversos autores em diferentes paises e condi¢oes,
porém a referéncia mais antiga deste inseto na literatura foi descrita por Smith (1797),
que relatou a ovoposic¢do no solo e a emergéncia da mariposa cerca de 12 dias apos a
lagarta ter se dirigido ao solo, coincidindo com o periodo em que o milho ainda esta no
campo.

Fim do periodo de incubacdo, comeca a eclodir as lagartas que se alimentam de
tecidos verdes, ocasionando o sintoma de dano caracteristico denominado ‘“folha
raspada”. Ja as lagartas mais desenvolvidas, comecam a fazer furos nas folhas até

danifica-las completamente, enquanto dirigem-se para o interior do cartucho
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culminando com a destruicdo do mesmo (CRUZ, 2008). Devido ao canibalismo na fase
larval, € comum encontrar apenas uma lagarta desenvolvida por cartucho. Podendo-se
encontrar lagartas de instares diferentes num mesmo cartucho separadas pela lamina de
folhas.

Apesar de o cartucho ser o local onde normalmente se verifica a sua presenca, esta
praga pode ocasionar danos em varias outras partes da planta, como os penddes, as
espigas e raizes adventicias (CRUZ, 2008). O periodo larval pode variar em funcdo da
temperatura, durante o verdo quando a temperatura é mais elevada, o ciclo larval pode
ser completado em 15 dias (CRUZ, 2005).

2.3. Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797). (Lepidoptera: Noctuidae)

A S. frugiperda é um inseto de habito polifago que possui destaque por se alimentar de
mais de 80 espécies de plantas (CAPINERA, 2002; POGUE, 2002), principalmente as
gramineas, como milho, arroz, trigo, entre outras (BUSATO et al., 2002). Além de
utilizar de hospedeiros alternativos para se manter no agro ecossistema, possui
preferéncia alimentar por cartuchos de plantas jovens, mais também tém a capacidade
de se alimentar em todas as fases de crescimento da planta. Os locais de ataque bem
como o tipo de danos provocado pela lagarta-do-cartucho em milho tém variado muito
nos ultimos anos. Em condicdes favoraveis, esta praga aumenta sua populacdo
rapidamente, destruindo as folhas e o cartucho do milho, atacando o pedunculo e
impedindo a formacéo de espigas comerciais (FERNANDES et al. 2003). Pode também
penetrar diretamente nas espigas em sua porcdo basal ou distal danificando diretamente

0s graos ou também se alimenta do colmo (CRUZ, 1995).

Fotografia 1. Injarias ocasionadas pela lagarta S. furgiperda na planta de milho

Fonte:Manual de Pragas do Milho.
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2.4. Controle de Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797). (Lepidoptera: Noctuidae)

Na agricultura moderna o uso de inseticidas no controle da lagarta-do-cartucho
ainda € o principal método de controle. Porém, apesar de sua eficiéncia, este método de
controle pode causar danos irreversiveis, tais como: contaminagdo ambiental, altos
niveis residuais em alimentos, desequilibrio bioldgico e surgimento de populacGes de
insetos resistentes (HENANDEZ & VENDRAMIM, 1996). Segundo dados da Embrapa
Milho e Sorgo, existem 119 produtos quimicos registrados no Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento para o controle da lagarta S. frugiperda. Dentre estes, 0s
principais inseticidas utilizados na cultura de milho s&o: Carbaryl 75P; Carbaryl 480
SC; Cypermethrin 200CE; Cyfluthrin; Esfenvalerate 250CE, Fenvalerate 200CE;
Fenitrothion 500CE; Parathion 500CE; Malathion metil 600CE; Lambdacyalothrin
50CE; Permethrin 384CE; Tricholorfon 500CE (EMBRAPA MILHO E SORGO,
2009).

FORNASIERI-FILHO (2007), observou que a ocorréncia lagarta-do-cartucho
em praticamente todas as fases de desenvolvimento na cultura de milho tem dificultado
0 manejo quimico, estipula-se que o nivel de controle dessa praga é de 20% de plantas
com folhas raspadas, até o 30° dia ap6s o plantio, e de 10% de plantas com folhas
raspadas com 40 a 60 dias. Outra dificuldade é o fato da lagarta se alojar no interior do
cartucho, a qual muitas vezes, se torna dificil o contato com o inseticida aplicado. Mas
uma porcentagem razoavel das lagartas é atingida por doses sub-letais, o qual seria o
mais recomendado por ndo causa sua morte, e sim alteracbes na biologia e na
capacidade de reproducdo do inseto reduzindo sua populacdo ao longo das geracdes
(SILVA & CROCOMO, 2000).

Observa-se, portanto, que 0s prejuizos ndo estdo relacionados a auséncia de
tratamento fitossanitario, pois o nimero de aplicagdes tem aumentado ao longo dos anos
e, em algumas regides, é comum a utilizacdo de mais de cinco aplicacdes de inseticidas
durante a safra (CRUZ et al., 2008). Sendo que no Brasil, o controle da S. frugiperda
em lavoura de milho tem sido realizado com até 14 aplicacGes de inseticidas segundo
relatos de Valicente & Tuelher (2009). Sabe-se que as causas determinantes para o
insucesso no controle da lagarta s&o: combate tardio, métodos inadequados de aplicagdo

do inseticida e do manejo integrado de pragas.
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A maioria dos produtos quimicos utilizados no campo ndo sdo seletivos aos
inimigos naturais, ocasionando uma séria depreciacdo ecologica. Assim, 0 USO
apropriado e eficiente do inseticida exige um conhecimento completo da biologia da
praga no campo e uma avaliacdo das diferencas entre os insetos, entretanto, a escolha e
a aplicacdo cuidadosa do produto podem contribuir para a redu¢do dos danos ambientais
(GULLAN & CRANSTON, 2009).

Desta forma, ha um crescente interesse em reduzir o uso de produtos
fitossanitarios, estimulando a implementacdo do manejo integrado de pragas com a
inclusdo do controle biolégico (BOEGE & MARQUIS, 2005). Essa tendéncia
demonstra necessidade por melhores métodos de avaliacdo da atuacdo de inimigos

naturais nos agro-ecossistemas.

2.5. Controle biolégico

Na busca de se obter uma agricultura sustentavel com alta produtividade, advém
a ideia de se fazer o manejo racional, que visa a reducdo do uso de agrotoxicos
priorizando outros métodos ambientalmente mais seguros, como o controle bioldgico,
que possibilita reduzir a contaminagdo do produtor, do produto, do consumidor e do
ambiente. Neste contexto, o controle bioldgico corresponde ao controle exercido pelos
inimigos naturais como predadores, parasitdides, parasitas e patdgenos sobre as
diferentes fases do ciclo de vida do inseto praga que vdo ao encontro de uma variedade
de pistas, que variam em natureza e confiabilidade com a distancia dos anfitrides
(SALLES, 1995; CORY & HOOVER, 2006).

Os inimigos naturais sdo potencialmente importantes para o estabecimento de
estratégias de manejo ecoldgico. Segundo PREZOTO et al. (2006), 90 a 95% das presas
capturadas por vespas sociais séo larvas de lepdopteras, o que as possibilitam a atuar de
forma decisiva no equilibrio tréfico da comunidades como predadoras de pragas

agricolas.

2.6. Vespas sociais

Atividade de forrageamento de insetos sociais é considerado um dos

0S comportamentos mais importantes para a sua sobrevivéncia (LIMA & PREZOTO,
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2003). Esta atividade envolve a capacidade dos seus trabalhadores em interagir com o
meio ambiente e coletar recursos necessario para completar o desenvolvimento de sua
colénia (WILSON, 1971). Normalmente, os materiais coletados por vespas sociais séo
principalmente &gua, hidratos de carbono, material para construir seus ninhos
e proteina animal (WILSON 1971, HUNT et al., 1987). Entre os materiais coletados, a
captura de presa torna-se 0 comportamento mais complexo, pois envolve o
reconhecimento da presas, a predacdo e a capacidade de retornar ao ninho (WILSON
1971; UGOLINI & CANNICCI, 1998).

Compreendidas entre a ordem Hymenoptera, as vespas sociais revelam-se como
insetos generalistas, por utilizarem uma gama de recursos presentes no ambiente além
de sua caracteristica oportunista por retornarem a locais com grande oferta de recursos
ou alimentos, em busca da otimizacdo do forrageio e diminui¢cdo do esforco de procura
(RAVERET, 2000). Alguns trabalhos trazem informagdes sobre a a¢do predatéria de
vespas sociais em diferentes grupos de invertebrados, e uso da proteina animal
proveniente dessas presas na alimentacdo de suas crias (PREZOTO et al., 1994;
PREZOTO et al., 2006). Em um estudo na Carolina do Norte, EUA, RABB &
LAWSON (1957) encontraram uma redugdo de 68% nos danos causados por
Protoparce sexta (Cramer) na cultura do tabaco, depois a introducdo de col6nias de
vespas Polistes exclamans (L.) e Polistes fuscatus (Fabricius) nas proximidades das
fazendas infestadas por pragas. Portanto, o estudo das espécies de predadores, como
vespas sociais é fundamental para compreender o seu potencial uso no controle de

herbivoria, contribuindo assim para o equilibrio sustentavel dos cultivos florestais e agricolas.

2.7. Comunicac¢do quimica

Apesar de na natureza existir uma variedade de sinais envolvidos na
comunicacdo entre animais, 0s sinais quimicos, de um modo geral, sdo os grandes
responsaveis pela comunicacdo entre insetos e seu meio ambiente (LEWIS &
NORLUND, 1984). Estes sinais, podem ser recebidos a curta e/ou a longas distancias,
independente do horério do dia e do tipo de habitat, no entanto, a qualidade de recepcao
destes sinais, dependerd da quantidade e da volatilidade das substéncias liberadas a
partir da fonte, da velocidade e turbuléncia do vento e da interferéncia da vegetacéo e
outras barreiras fisicas (PAREJA et al., 2007).
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Segundo Lewis & Nordlund (1984), qualque substancia que liberada por um
determinado organismo provogue uma mudanca fisioldgica e/ou comportamental em
um outro organismo é denominada de semioquimico. Estas substancia podem ter acédo
intraespecifica (feromonio) ou interespecifica (aleloquimico). Os Aleloquimicos por sua
vez, diferenciam-se de acordo com tipo de organismo que esta sendo beneficiado na
comunicacdo. Nas interacdes bi-troficas (planta-herbivoro), as substancias secundarias
liberadas naturalmente pelas plantas sdo detectadas por herbivoros que as usam como
cairomonios, beneficiando o receptor do sinal (DUDAREVA et al., 2004). Nas
interagBes tri-troficas (planta-herbivoro-inimigo natural) uma mesma substéncia
liberada pela planta pode ter fungdes multiplas, ou seja, pode atuar como cairomonio se
atrair um determinado herbivoro, como aloménio, beneficiando o emissor do sinal ou
como sinomoénio, se atrair inimigos naturais do herbivoro que a estd atacando,
beneficiando o receptor e o emissor (VISSER, 1986; VINSON, 1984).

Além dos fatores abidticos, a resposta comportamental a determinado
semioquimico esta intimimente relacionada com a percep¢do do inseto a este estimulo
que envolve uma série de enventos neurofisioldgicos, os quais irdo capacita-lo a
responder a determinado odor (BIRCH & HAYNES, 1982).

Contudo, as intera¢Bes entre o primeiro e o terceiro nivel trafico sdo mediadas
por compostos organicos volateis (COVs) produzidos por plantas, que sdo compostos
relativamente pequenos, contendo, no geral, entre cinco a vinte atomos de carbono. Eles
apresentam uma pressao de vapor relativamente alta, 0 que permite que volatilizem a
temperatura ambiente e se difundam pelo ar. A grande maioria dos COVs pertence a
uma das trés classes de compostos: i) derivados do acidos graxos; 2) os isoprenoides (ou
terpenoides) ou 3) os fenilpropanoides (DUDAREVA et al., 2004).
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4. RESPOSTA OLFATIVA DA VESPA SOCIAL Polybia fastidiosuscula
(SAUSSURE) (HYMENOPTERA:VESPIDAE) PARA VOLATEIS DE PLANTAS
DE MILHO (Zea mays L)

RESUMO

Este trabalho € o primeiro registro sobre 0 comportamento de vespas sociais frente a
volateis de plantas. A lagarta Spodoptera frugiperda (Smith, 1797) (Lepidoptera:
Noctuidae) é praga na cultura do milho, afetando em até 60% os rendimentos de graos.
Uma das formas de controle dessa praga € por meio do controle bioldgico, sendo as
vespas predadoras uma alternativa vidvel . Desta forma, objetivou-se avaliar a resposta
olfativa da vespa social Polybia fastidiosuscula (Saussure) (Hymenoptera: Vespidae)
para volateis liberados por plantas de milho e/ou da lagarta S. frugiperda. Utilizando um
olfatbmetro em Y, foram realizados bioensaios comportamentais para verificar a
resposta comportamental das vespas sociais aos volateis liberados por lagartas S.
frugiperda, por plantas de milho, por plantas de milho induzidas com lagartas
Spodoptera frugiperda e plantas de milho injarias mecénicas e/ou tratadas com
regurgito de lagartas ou agua. Observou-se que as vespas sociais ndo tiveram
preferéncia significativa quando ofertou, ar, lagartas, plantas de milho sem inducdo ou
plantas de milho injuriadas mecanicamente tratadas com &gua. No entanto, as vespas
preferiram plantas induzidas por lagartas S. frugiperda ou plantas injuriadas
mecanicamente tratadas com regurgito de lagartas durante os intervalos de 5-6 horas e
24-25 horas. O mesmo ndo foi observado quando as plantas foram induzidas por
lagartas ou injuriadas mecanicamente tratadas com regurgito de lagarta no intervalo de
1-2 horas. Estes resultados foram confirmados quando foram ofertados extratos de
plantas de milho induzidas por lagartas S. frugiperda ou plantas de milho injuriadas
mecanicamente tratadas com regurgito de lagartas ap6s 5-6 horas de inducdo versus o

hexano como controle.

Palavras-chave: Compostos orgéanicos volateis, interacdo tritrofica, defesa indireta,

regurgito de lagarta, vespa social, controle bioldgico.
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4.1. INTRODUCAO

As plantas sdo atacadas por uma grande diversidade de herbivoros, que
provocam numerosos efeitos negativos no seu crescimento, sobrevivéncia e capacidade
reprodutiva (COLEY & BARONE, 1996). Segundo AUAD et al. 2013, na natureza,
existe uma diversidade de espécies herbivoras que se alimentam de diferentes formas,
incluindo a succdo de seiva ou a mastigacdo de tecidos foliares. Dentre 0s insetos
mastigadores, a lagarta do cartucho, Spodoptera frugiperda (Smith) (Lepidoptera:
Noctuidae), constitui-se em uma das espécies mais nocivas para as culturas anuais nas
regides tropicais das Américas, principalmente no Brasil (NAGOSHI et al., 2007).
Devido seu habito polifago, esta praga utiliza varios hospedeiros nos diferentes
agroecossistemas (WAQUIL et al., 2002), sendo o milho o seu hospedeiro preferencial,
onde tem a capacidade de causar danos em todas as fases de crescimento da planta e
grande prejuizo monetério para o produtor (SA et al., 2009).

Ao contrario do gque se pensou durante muitos anos, as plantas ndo sdo apenas
passivas ao ataque dos insetos herbivoros (AGRAWAL, 2000), visto que ao longo do
periodo evolutivo, estas desenvolveram a habilidade de reconhecer e responder
defensivamente a estes ataques, por meio de atributos fisicos ou quimicos que podem
atuar como defesas constitutivas, presentes antes mesmo de sofrerem a injuria; ou por
meio de defesa induzida, que se manifestam ap6s a injdria, favorecendo as plantas na
defesa contra herbivoros e condicBes adversas da natureza (PICHERSKY et al., 2006;
HOWE & JANDER, 2008).

As defesas constitutivas podem ser diretas, quando atuam sobre os herbivoros
através de barreiras fisicas, tais como espinhos e tricomas, ou quimicas, impedindo sua
colonizacdo e alimentagdo do herbivoro (GULLAN & CRANSTON, 2009; KOST &
HEIL, 2005). Entretanto, a defesa induzida pode ocorrer em resposta ao stress abidtico
ou bidtico, como por exemplo, a herbivoria (KARBAN & BALDWIN, 1997);
oferecendo muitas vantagens para a planta, uma vez que reduzem o investimento em
mecanismos de defesa, retardam a adaptacdo e o desenvolvimento de resisténcia dos
herbivoros (AGRAWAL & KARBAN, 1999).

Kessler & Baldwin (2001) propuseram que este mecanismo de defesas indiretas,
provoca mudangas no volume e concentracdo de acUcares e aminoacidos do néctar

extrafloral, assim como a producéo e emissdo de compostos organicos volateis (COVs)
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Quando um herbivoro se alimenta de uma planta, ocorre uma série de processos que
resultam em mudancas do perfil dos COVs (XIAO et al., 2012). O primeiro processo € a
quebra dos &cidos graxos presente nas membranas celulares, que resulta na liberagdo de
volateis de folhas verdes (VFVs), e na sintese de &cido jasmonico, que é responsavel
pela expressao de genes envolvidos na defesa da planta devido a mudangas provocadas
nos niveis de terpendides, caracterizando a alteracdo do odor liberado (DICKE & VET,
1999; DUDAREVA et al., 2004). Muitos destes mecanismos bioquimicos ainda sao
desconhecidos, mas sabemos que estes processos estdo envolvidos na atracdo de
predadores generalistas, como vespas sociais, que utilizam pista quimica na localizacao
de sua presa.

Os insetos de uma maneira geral, utilizam uma variedade de sinais que estdo
envolvidos no processo de comunicacao, porém as substancias quimicas emitidas pelas
plantas sdo as principais responsaveis pelo seu comportamento reprodutivo, localizacao
e selecdo do hospedeiro, que no caso de insetos sociais, envolve ainda a organizacdo da
colonia a predacdo e a capacidade de retornar ao ninho como uns dos seus
comportamentos mais complexos. Segundo LIMA & PREZOTO (2003) a atividade
forrageadora dos insetos sociais é considerado um dos seus comportamentos mais
complexos. Em 2006, PREZOTO et al. observou que, 90 a 95% das presas capturadas
por vespas sociais sao lepidopteros, tal pesquisa, qualifica estes predadores a atuar de
forma decisiva no equilibrio trofico das comunidades como predadoras de pragas
agricolas de maneira sustentavel.

Desta forma, objetivou-se avaliar a resposta olfativa da vespa social P.
fastidiosuscula aos voléateis liberados por lagartas S. frugiperda, por plantas de milho,
por plantas de milho induzidas com lagartas Spodoptera frugiperda e para plantas de

milho injurias mecanicas e/ou tratadas com regurgito de lagartas ou agua.

4.2. MATERIAIS E METODOS

4.2.1. Obtencdo de Plantas e Insetos

Sementes de milho (Zea mays L.) foram individualmente semeadas em copos plasticos

de 200 ml contendo solo, e mantidas em casa de vegetacdo, sob condi¢Ges naturais, na
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Embrapa Gado de Leite. Quando as plantas atingiram em média de 28 cm de altura e 16

dias de idade as plantas foram utilizadas nos bioensaios.

Fotografia 2. Plantas de milho (Zea mays L.) em desenvolvimento

A criacdo de lagartas de S. frugiperda foi estabelecida a partir de criacdo pré-
existente no Laboratério de Entomologia — Embrapa Gado de Leite — onde foram
mantidas individualizadas em potes plasticos (3 cm de diametro x 8 cm de altura)
contendo dieta artificial adaptada de Parra (2001). Foi utilizadas lagartas de terceiro a

quarto instar na inducdo das plantas e na coleta de regurgito.

Fotografia 3. Criacéo de Spodoptera frugiperda

As vespas foram coletadas em duas coldnias de Polybia fastidiosuscula pré-
existentes no campus da Universidade Federal de Juiz de Fora, MG, Brasil e no Parque
da Lajinha, Juiz de Fora, MG, Brasil. A captura foi realizada com uma rede
entomoldgica no momento em que as vespas retornavam do forrageio para a coldnia.
Ap0s a captura, as vespas foram transferidas para o Laboratério de Entomologia —
Embrapa Gado de Leite, onde foram individualizadas em potes plasticos (3 cm de
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didmetro x 8 cm de altura) e mantidas por uma hora, para aclimatagdo, antes do inicio

dos testes de olfatometria.

Fotografia 4. A) Col6nia de Polybia fastidiosuscula. B) Vespas Polybia

fastidiosuscula armazenadas.

4.2.2. Coleta do regurgito

Para a coleta do regurgito de S. frugiperda foi utilizado lagartas de terceiro a
quarto instar mantidas em plantas de milho por 24 horas. Apos este periodo, as lagartas
foram colocadas sobre uma placa de petri, onde foi precionando a regido da sua cabeca
com um fbrceps para a retirada do regurgito. A partir de entdo, o regurgito foi
succionado com uma pipeta Pasteur em vidro (230mm, 2.0 ml) conectada a um septo de

silicone ligado a uma bomba de vacuo (TURLINGS et al., 1993). Ap6s a sucgao o

regurgito foi transferido para um tubo de Eppendorf® de 1.5 ml para posterior

utilizacdo nas plantas.

Fotografia 5. A) Lagartas Spodoptera frugiperda sobre a planta de milho. B)
Coleta do regurgito de Spodoptera frugiperda. C) Regurgito de Spodoptera frugiperda.
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4.2.3. Inducéo das plantas de milho

A inducéo das plantas de milho foi realizada de cinco maneiras:
1 — As plantas de milho foram induzidas continuamente com lagartas S. frugiperda e os

bioensaios foram realizados durantes 1-2 h, 5-6h e 24-25h de indugéo.

Fotografia 6. Planta de milho com lagartas Spodoptera frugiperda

2 — As plantas de milho foram induzidas durante 1 hora com lagartas S. frugiperda e
0s bioensaios foram realizados ap6s 5-6h e 24-25h.

Fotografia 7. Planta de milho com lagartas Spodoptera frugiperda
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3 - Plantas de milho injuriadas mecanicamente com tesoura, cortando 25% de cada
folha completamente expandidas da planta (3 folhas) no sentido da parte apical para a

base. Apos 1-2h, 5-6h e 24-25h da injuria mecanica foram realizados os bioensaios.

Fotografia 8. Injuria mecénica na planta de milho

4 - Plantas de milho foram injuriadas mecanicamente (item 3) e induzidas com o
regurgito da lagarta S. frugiperda ou agua (controle) aplicando-se 10 pl do regurgito ou

agua sobre as partes injuriadas. Os bioensaios foram realizados ap6s 5-6h e 24-25h da
inducéo.

Fotografia 9. Aplicacdo do regurgito de Spodoptera. frugiperda sobre a planta
de milho
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5 - Foi aplicado 10 pl do regurgito de S. frugiperda ou agua (controle) sobre as 3 folhas
completamente expandidas das plantas de milho sem injdria. Os bioensaios foram

realizados apds 5-6h de inducéo.

Fotografia 10. Inducdo da planta de milho com regurgito de Spodoptera

frugiperda

4.2.4. Bioensaios de olfatometria

Os bioensaios de olfatometria foram realizados no Laboratorio de Entomologia
da Embrapa Gado de Leite, utilizado um olfatdmetro em Y, que operou com um fluxo
de ar continuo de 1,0 L/min., previamente umidificado, filtrado com carvéo ativado e
calibrado atraveés de um fluxdémetro. Cada braco do olfatbmetro foi conectado por
mangueira de silicone & duas cadmaras de vidro (30 cm de altura x 8 cm de largura)
contendo as fontes de odores, sendo que cada brago continha um tratamento.

Fotografia 11. A) Olfatdmentro em Y. B) Filtro com carvéo ativado e agua. C)

Fluxémetro
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Foram realizadas duas séries de bioensaios para verificar a resposta
comportamental da vespa social P. fastidiosuscula aos volateis de lagartas S.
frugiperda, plantas de milho induzidas ou ndo pela lagarta. Na primeira foi testado: (i)
ar versus ar; (ii) planta de milho sem injuria versus ar; (iii) trés lagarta versus ar; (iv)
planta de milho sem injuria versus planta de milho induzida continuamente com lagartas
e testadas durante 1-2 horas; 5-6 horas e 24-25 horas da inducdo; iv) planta de milho
sem injuria versus planta induzida com lagartas durante 1h e testados apo6s 5-6 horas e
24-25 horas (Grafico 1).

Na segunda série foi testado: (i) planta de milho sem inducdo versus planta de
milho com injaria mecénica em intervalos de 1-2horas, 5-6horas, 24-25horas; (ii) planta
de milho com injaria mecanica mais regurgito versus planta de milho com injuria
mecanica mais dgua nos intervalos de 5-6 horas e 24-25 horas; (iii) planta de milho sem
inducdo com regurgito de lagarta versus planta de milho sem inducdo com &gua em
intervalo de 5-6 horas (Figura 2). As plantas induzidas no intervalo de 1-2 horas ndo
foram testadas na segunda série de bioensaio, devido ndo ter sido significativamente
atraidas pelas vespas na primeira série de bioensaio.

Para cada tratamento foram testadas no minimo 40 vespas P. fastidiosuscula,
sendo que para todos os bioensaios, cada individuo foi testado uma Unica vez e
considerado como uma repeticao. A resposta foi registrada quando o inseto caminhava
contra o fluxo de ar e chegava ao fim de um dos bracos que continha a fonte de odor no
tempo méximo de 10min, e como ndo resposta quando a vespa permanecia parada e nao
caminhava contra o fluxo de ar até o final de um dos bracos que continha a fonte de
odor. A posicao dos bracos do olfatdmetro foi invertida a cada vespa testada para evitar
qualquer interferéncia externa. E a cada 5 vespas testadas o olfatbmetro foi limpo com
alcool etilico 96 GL e mantido em estufa a 50°C por 10 mim. E a cada 10 vespas
testadas, as fontes de odores eram trocadas. Todos os testes de olfatometria foram
realizados entre 10:00 e 16:00 horas, horario de maior atividade das vespas (PREZOTO
et al., 2006).

Os dados da resposta dos insetos foram analisados utilizando-se o teste Qui-
quadrado no programa BioEstat (AYRES et al. 2003). Os insetos que ndo escolheram

nenhum dos bracos foram excluidos da andlise estatistica.
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4.2.5. Aeracdo dos volateis das plantas de milho

A coleta dos volateis foi realizada por meio da técnica de aeracdo no Laboratorio
de Entomologia da Embrapa Gado de Leite. Foram coletado extratos de: (i) plantas de
milho induzidas continuamente com lagartas S. frugiperda; (ii) plantas de milho
induzidas com lagartas S. frugiperda por 1 hora; (iii) planta de milho injuriada
mecanicamente tratadas com regurgito de lagartas. Para todos os tratamentos, 0s
volateis liberados pelas plantas forma coletados apds 5-6h da inducéo.

Para realizacdo da técnica de aeragdo os copos plasticos (200 ml) contendo as
plantas de milho foram envolvidos com papel aluminio e fechados até a altura do caule,
evitando assim a contaminagdo com volateis provenientes do substrato onde as plantas
cresceram (solo adubado) ou de outros organismos (bactérias, fungos, etc.). A partir de
entdo as plantas de milho foram colocadas isoladamente em uma camara de vidro (42
cm de altura x 16 cm de largura) adaptada para aeragdo onde um fluxo de ar continuo de
1,0 L/min., previamente umidificado e filtrado com carvéo ativado e calibrado através
de um fluxébmetro atravessou a camara carregando todos os volateis liberados pela
planta que ficaram retidos em uma coluna de vidro (11 cm comprimento X 1 cm
didmetro) contendo 0,8 g de polimero adsorvente (Super Q), conforme descrito por
ZARBIN et al. (2001).

Fotografia 12. Camara de vidro adaptada para aeracéao
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O periodo da aeracao foi de 3horas. Periodo usado para realizagdo dos testes de
olfatometria (item 3.1.4.). ApOs esse periodo de coleta, foi feita a dessor¢do dos
compostos utilizando 4 ml de hexano (J.T. Baker® - 95% n-hexane) destilado. O extrato
foi concentrado em frascos de vidro estéril (vials - 1.5 ml) por meio do N, (pureza 99,
99%) para 100 pl e acondicionado em freezer (-25°C) para posteriores uso nos
bioensaios.

Fotografia 13. A) Dessorcdo dos volateis com hexano. B) Concentracdo dos

extratos com nitrogénio.

4.2.6. Bioensaios de olfatometria com os extratos das plantas de milho

A resposta comportamental das vespas para 0s extratos das plantas de milho
induzida foi realizado utilizando um olfatémetro em Y e como fonte de odor um pedaco
de papel filtro (3cm x 2 cm) impregnado com 10 ul de extrato de planta ou hexano
(controle) que foi colocado na base de cada brago do olfatdmetro, sendo que cada braco
continha um odor. Foram conduzidos trés bioensaios: (i) extrato de plantas de milho
induzidas continuamente com lagartas versus hexano; (ii) extrato de plantas de milho
induzidas durante 1 hora com lagartas versus hexano; (iii) extrato de planta de milho
injuriada mecanicamente tratadas com regurgito de lagarta versus hexano.
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Para cada tratamento foram testadas no minimo 60 vespas P. fastidiosuscula,
sendo que para todos os bioensaios, cada individuo foi testado uma Unica vez e
considerado como uma repeticao.

Os dados da resposta dos insetos foram analisados utilizando-se o teste Qui-
quadrado no programa BioEstat (AYRES et al., 2003). Os insetos que nédo escolheram
nenhum dos bragos foram excluidos da analise estatistica.

4.3. RESULTADOS

As vespas sociais ndo tiveram preferéncia significativa quando ofertou-se,
isoladamente i) ar (x*= 0, 906; g.I = 1; p =0, 3942); ii) planta (x*= 0, 049; g.l = 1; p =0,
9029) ou iii) lagartas (x* = 2,25; g. = 1; p =0, 1615) versus ar. No entanto, 68,97% das
vespas preferiram plantas induzidas continuamente com lagartas S. frugiperda e testadas
apés 5-6 horas de inducdo (x> = 13, 904; g.l = 1; P = 0, 0003), 63,16% preferiram
plantas induzidas continuamente com lagartas S. frugiperda e testadas apds 24-25 horas
(> = 6, 927; g.l = 1; p = 0, 0113), quando comparadas com plantas sem injuria. O
mesmo ndo foi observado quando as plantas foram induzidas continuamente por
lagartas S. frugiperda e testadas apds 1-2 horas (3° = 0, 476; g.| = 1; p = 0, 5552). A
atratividade das vespas ainda foi observada quando foram ofertadas plantas de milho
induzidas com S. frugiperda por 1 hora e testadas apés 5-6 horas de inducdo (x* = 11,
116; g.l = 1; P =0, 0012) ou ap6s 24-25 horas de indugdo (¥° = 6, 927; g.l = 1; P =0,

0113) quando comparadas com a planta de milho sem injuria (Gréafico 1).
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Figura 1. Resposta olfativa da vespa P. fastidiosuscula em olfatbmetro em y para volateis de milho
submetido a diferentes tratamentos: i) ar ii) planta de milho sem injuria; (iii) lagartas S. frugiperda; iv)
planta de milho induzidas continuamente com lagarta S. frugiperda (Planta + lagarta) e testadas em
intervalos de 1-2horas; 5-6horas e 24-25horas; v) planta de milho com lagartas S. frugiperda por 1 hora e
testadas em intervalos de tempos de 5-6horas e 24-25horas. *Diferencas significativas, Teste Qui-
quadrado, P < 0,05.

As vespas P. fastidiosuscula, ndo foram atraidas para as plantas injuriadas
mecanicamente em intervalos de 1-2 horas (x> = 0, 828; g.1 = 1; P = 0, 4179); 5-6 horas
(x*=0, 828; g.l = 1; P =0, 4179) e 24-25 horas (y*= 0, 031; g.I = 1; P =0, 9394) versus
plantas sem inducdo. No entanto, as vespas preferiram plantas de milho injuriadas
mecanicamente tratadas com regurgito de S. frugiperda apés 5-6 horas (x* = 32,65; g.| =
1; P = 0, 0001) ou apds 24 — 25 horas (3° = 4, 937; g.| = 1; P =0, 0338) de inducéo
guando comparado com planta de milho injuriada mecanicamente tratadas com agua.
No entanto, as vespas ndo mostraram preferéncia quando foram ofertadas plantas de
milho sem injdrias tratadas com o regurgito das lagartas em intervalos de tempo de 5-6
horas comparado com plantas sem injiria tratada com agua (XZ =0,593;91=1;p=0,
5029) (Gréfico 2).
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Figura 2. Resposta olfativa da vespa P. fastidiosuscula em olfatbmetro em y para volateis de milho
submetido a diferentes tratamentos: i) plantas de milho injdrias mecanicamente em intervalos de tempo de
1-2horas, 5-6horas e 24-25horas; ii) plantas de milho com injuria mecénica tratadas com agua ; iii) planta
de milho com injdria mecénica tratadas com regurgito de S. frugiperda em intervalos de 5-6horas e 24-
25horas; iv) planta de milho sem injdria tratadas com &gua; v) planta de milho sem injdria tratadas
regurgito de S. frugiperda em intervalos de tempo de 5-6horas. *Diferencas significativas, Teste Qui-
quadrado, P < 0,05.

Quando foram ofertados extratos de plantas de milho em intervalos de 5-6 horas,
75,44% das vespas mostraram preferéncia significativa para extratos de plantas de
milho induzidas continuamente com lagartas (y° = 25, 888; g.I = 1; p = 0, 0001); 75% &
extratos de plantas de milho induzidas com lagartas por 1 hora (x> = 25,00); g.1 = 1; p =
00001) e 83,33% das vespas preferiram extratos de plantas de milho injuriada
mecanicamente tratadas com regurgito de lagartas (x> = 44, 436; g.l = 1; p = 0, 0001)

quando comparados com hexano (Gréafico 3).
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Figura 3. Resposta olfativa da vespa P. fastidiosuscula em olfatbmetro em y para hexano (controle) ou
para extratos de milho submetido a diferentes tratamentos: i) planta de milho induzidas continuamente
com lagarta S. frugiperda; ii) planta de milho com a presenca de lagartas S. frugiperda por 1 hora; iii)
planta de milho com injuria mecanica tratadas com regurgito de S. frugiperda em intervalos de tempos de

5-6horas. *Diferengas significativas, Teste Qui-quadrado, P < 0,05.

4.4, DISCUSSAO

O desenvolvimento de novas técnicas para 0 manejo eficiente no controle da
lagarta S. frugiperda requer a criacdo de inovacgdes e tecnologias menos agressivas ao
meio ambiente e a salde humana, o que torna fundamental o estudo mais aprofundado
sobre as interacfes presentes na natureza. Ao longo do periodo evolutivo as plantas
desenvolveram um amplo espectro de estratégias para defender-se contra herbivoros
(TURLINGS et al., 1998; KNUDSEN et. al., 2006); Estudos tém demonstrado que a
producéo dos volateis de planta esta ligada com o mecanismo de defesa indireta, o qual
tém a funcdo de atrair os inimigos naturais antes mesmo dos herbivoros causarem
injarias a planta (DICKE & SABELIS 1988; TURLINGS et al., 1995).

Esta pressdo seletiva exercida pelo herbivoro sobre a planta ainda provocam uma
série de processos que resultam na mudanga dos perfis dos COVs (HARE, 2011).

Apesar de muitos destes mecanismos ainda serem desconhecidos, sabemos que estes
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processos estdo envolvidos na atragcdo de predadores generalistas, como evidenciado
neste estudo, onde tanto as plantas injuriadas por herbivoros, quanto as plantas
injuriadas mecanicamente tratadas com regurgito de lagarta no local da injuria,
provavelmente foram capaz de produzir e liberar compostos quimicos especificos que
sdo atrativos para a vespas social Polybia fastidiosuscula.

Neste estudo, observamos que a vespa P. fastidiosuscula consegue diferenciar
misturas de compostos, havendo maior preferéncia para plantas induzidas por lagartas e
por seu regurgito do que planta sem injuria ou lagartas sozinhas. O que justifica dizer
que as vespas, parecem ter a capacidade de utilizar odores especificos que possa orienta-
las de forma confidvel para a planta hospedeira em um ambiente particular; e
provavelmente todas as misturas de odores liberados por uma planta hospedeira pode
servir como um sinal.

Os VFVs sdo substancias quimicas emitidas pelas plantas rapidamente ap6s uma
injaria inicial, contendo compostos, tais como, (Z)- 3-hexenal, (E)-2-hexenal, (Z)-3-
hexen-1-ol, (E)-2-hexen-l-ol, e (Z)-3-acetato de hexenila, (PARE & TUMLINSON,
1996;1997). No presente estudos foi observado que a provavel causa da nao preferéncia
das vespas sociais para plantas de milho induzidas por lagartas no intervalo de 1-2
horas, provavelmente deve-se ao fato de que neste periodo de injdria inicial as plantas
de milho estariam emitindo VFVs e que o tempo de resposta da vespa social pode
depender da resposta da planta hospedeira.

Estudos com Spodoptera Littoralis (Boisduval) (Lepidoptera: Noctuidae)
mostraram que o tempo de resposta de emissdo maxima de volateis pelas plantas de
milho é variavel entre as cultivares, sendo no minimo 10 h e no maximo 16 horas ap0s o
tratamento com o regurgito da lagarta (TURLINGS et al. 1998), e que em 5 horas ap06s
este inducdo, as plantas de milho emitem grandes quantidades de volateis induzidos
(TURLINGS et al., 1998). Neste contexto, nosso resultados corroboram com o conceito
proposto por TURLINGS et al. (1998), visto que, apds 5 horas de inducdo, as plantas de
milho provavelmente emitiram grande quantidades de volateis induzidos que tornaram-
se altamente atrativos para as vespas devido o fato de que algumas horas apos este
ataque, os volateis séo sintetizados lentamente pela inducdo e comecam a ser liberados
durante hora, constituindo-se majoritariamente de monoterpenos, sesquiterpenos e
homoterpenos, sendo que os mais comuns em cultivares de milho sdo (E)-B-ocimeno,
linalol, (E)-p-farneseno e (E)-a-bergamoteno (TURLINGS et al., 1998; HOBALLAH &
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TURLINGS, 2005), Observamos que apds o periodo de 5-6 horas de indugdo os
principais compostos continuaram sendo emitindo em quantidades significativas para a
atracdo dos inimigos naturais, visto que as vespas sociais detectaram sua presenca
mesmo ap6s 24-25 horas de inducdo continua com herbivoros ou quando as plantas
foram induzidas com lagartas por apenas 1 hora e testadas apds 24-25 horas,
evidenciando que mesmo sem a presenca do herbivoro, a planta de milho emitiu
compostos atrativos as vespas sociais. Nossos resultados divergem do proposto por
Dicke & Sabelis (1988), onde os autores destacam que a utilizacdo de defesa quimica
pelas plantas tem um custo energético e ndo havendo mais a presenca do herbivoro, ndo
se justifica continuarem liberando volateis para a atracdo dos predadores, ou seja,
gastando energia com a producdo, transporte, estocagem, prevenc¢do de auto-intoxicagdo
e liberagcdo dessas substancias, que necessitam ser renovadas mais rapidamente do que
0s compostos ndo volateis.

Turlings & Tumlinson (1992), ainda sugerem que geralmente apds 24 horas de
inducdo com herbivoros nao sdo mais detectadas quantidades significativas de volateis,
0 que ndo se aplica em nossos resultados, pois as vespas sociais P. fastidiosuscula
detectaram a presenca de compostos quimicos mesmo apos 24-25 horas de indugdo com
lagartas S. frugiperda, entretanto, sabemos que a capacidade de producédo e liberacdo
dos compostos volateis pode depender da variacdo entre os cultivares, dos niveis de
adubacdo além de fatores abioticos, tais como, temperatura, luz, humidade além da
deteccdo do inseto.

Segundo Vet & Dicke (1992), os compostos quimicos atrativos para insetos
somente sdo liberadas ap6s a injdria provocada pelo herbivoro, no entanto nos
observamos que o regurgito aplicado a ferida da planta induz as mesmas a produzir
misturas de compostos que s&o atrativos para as vespas sociais. Estes compostos
mostrando-se importante no processo de emissdo dos volateis atrativos aos inimigos
naturais quando comparadas com plantas injuria mecanicamente tratadas com agua. O
mesmo ndo foi quando plantas sem injdria foram tratadas com regurgito ou agua.
Nossos resultados corroboram com o proposto por Turlings et al., (1990), que o
regurgito de herbivoros induziam resposta nas plantas quando atacadas por insetos, e
uma simples injdria mecanica, em muitos casos, ndo pode imitar a resposta da planta

atacada por herbivoro.
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Os bioensaios conduzidos com extratos de plantas de milho com lagartas por 1
hora, planta de milho induzidas continuamente com lagartas e extratos de plantas de
milho injuriadas mecanicamente tratadas com o regurgito mostratam-se atrativos para as
vespas P. fastidiosuscula provavelmente porque também continhas os principais
isoprenddes que foram atrativos.

Neste estudo, verifica-se que a capacidade de busca vespas P. fastidiosuscula
encontra-se diretamente associada aos sinomoénios presentes na planta induzidas com S.
frugiperda ou seu regurgito associado a injaria mecéanica. Portanto, podemos concluir
que as vespas P. fastidiosuscula utilizam pistas quimicas provenientes do complexo
(planta-lagarta) para a localizagdo de sua presa, e neste contexto podemos evidenciar a
importancia dos compostos quimicos presentes na comunicacdo interespecifica,
possibilitando que o estudo quimico de substéncias volateis, aliada as observacbes do
comportamento do inseto, um melhor entendimento sobre a comunicagéo entre inseto-
planta.

Este é o primeiro estudo que evidencia a capacidade das vespas sociais em
utilizar os volateis de plantas para orientad-las de forma confiavel para uma planta
hospedeira, o que justifica o estudo mais aprofundado destes insetos e sua possivel
utilizacdo como controladores de pragas agricolas. Portanto, a continuacdo destes
estudos se faz necessario para que se possam elucidar os compostos quimicos presentes
nos extratos das plantas de milho que foram responsaveis pela atracdo das vespas P.
fastidiosuscula, e assim, uma possivel utilizacdo desses compostos para sua atracdo em

campo.
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5. IDENTIFICACAO DOS COMPOSTOS VOLATEIS EMITIDOS PELAS
PLANTAS DE MILHO (Zea mays L)

RESUMO

Os volateis de plantas estdo envolvidos no comportamento de muitos insetos. Este
estudo buscou quantificar os extratos de plantas de milho sem inducdo, plantas
induzidas por 1 hora com lagartas S. frugiperda, plantas induzidas continuamente com
lagartas S. frugiperda ou plantas injuriadas mecanicamente tratadas com regurgito de
lagarta por cromatografia gasosa acoplada a deteccdo por ionizagdo de chamas (CG-
DIC) e analisados por cromatdgrafo gasoso acoplado a espectrdmetro de massas (CG-
EM) utilizando o gas hélio como gas de arraste. Os dados foram coletados e avaliados
com o software ChemStation. A identificacdo dos compostos dos extratos das plantas de
milho foi feita por comparacéo dos tempos de retencdo no CG-DIC com os dos padrdes
usando coluna apolares e célculo do indice de Kovats. A Analise de Componentes
Principais (ACP) mostrou que os dois primeiros componentes da andlise da ACP
explicam 68% da variabilidade dos dados e que os compostos responsaveis pela
diferenga entre os tratamentos foram o o-pineno, (Z)-3-acetato de hexenila, (Z)-B-
ocimeno, DMNT, indol, B-farneseno e TMTT.

Palavras-chave: Compostos organicos volateis, interacdo tritréfica, defesa indireta,
controle bioldgico.
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5.1. INTRODUCAO

Os volateis de plantas sdo conhecidos por desempenhar papel importante nas
interacdes entre plantas, herbivoros e inimigos naturais (ARIMURA et al., 2005). Estes
compostos podem variar quantitativamente (incremento dos mesmos compostos) ou
qualitativamente (inducdo de compostos novos), comparada com aqueles emitidos por
plantas sadias, injuriada mecanicamente (DICKE, 1999) ou de plantas atacas por
herbivoros ou tratadas com seu regurgito. A emissdo de compostos volateis induzidos
pelo herbivoro ndo € restrita apenas ao local danificado por ele; mas ocorre também nos
tecidos ndo danificados das plantas, caracterizando uma inducdo sistémica, que fornece
maior protecdo para as plantas (DICKE, 1999; TURLINGS et al., 1998; MORAES et
al., 2008).

O chamado perfil de volateis induzidos ocorre quando h& sintese de &cido
jasmonico, que provoca mudanca nos niveis de terpendides (rota dos isoprenoides), e
consequentemente a ativacdo génica, que é extremamente importante para a atracdo de
predadores, por alterar o odor caracteristico das plantas (DICKE & VET, 1999;
DUDAREVA et al., 2004). Os compostos organicos volateis (COVs) comecam a ser
sintetizados e liberados continuamente durante horas pela planta, constituindo-se
majoritariamente de monoterpenos, sesquiterpenos e homoterpenos, sendo que 0s mais
comuns em cultivares de milho sédo (E)-B-ocimeno, linalol, (E)-B-farneseno e (E)-a-
bergamoteno (TURLINGS et al., 1998), além do (E)-4,8-dimetil-1,3,7-nonatrieno
(DMNT) e (E,E)-4,8,12-trimetil-1,3,7,11-tridecatetraeno (TMTT) (TURLINGS & TON,
2006). Este processo de producdo e emissdo pode demora entre algumas horas ou até
dias, dependendo da espécie da planta e do herbivoro causador da injuria
(HOLOPAINEN, 2004). Apo6s a inducdo pela herbivoria, muitos compostos volateis
emitidos constitutivamente podem aumentar ou diminuir. Neste caso, 0s volateis
emitidos sdo aqueles ja armazenados anteriormente na planta (ROSE et al., 1996).

Em 2005, Hoballah & Turlings demonstraram que ndo basta a presenca dos
volateis induzidos para obter uma atracdo do inimigo natural; é preciso também a
presenca dos volateis de folhas verdes (VFVs) que sdo formados ap0s uma injuria
inicial, constituidos principalmente por aldeidos, alcoois e seus ésteres através da

enzima lipoxigenase (LOX) e terpenoides.
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Os VFVs podem constituir mais de 50% da emissdo de partes danificadas em
algumas especies de planta (HOLOPAINEN, 2004), enquanto que em tecidos de plantas
saudaveis e intactas a quantidade destes compostos é baixa (MATSUI et al., 2006). Na
rota de formacdo dos VFVs, ocorre a liberacdo de acidos graxos e o comego da cascata
dos jasmonatos, que resulta na sintese de acidos jasmonicos, um importante horménio
vegetal que ativa a expressdo de genes envolvidos na defesa da planta (ARIMURA et
al., 2009; D’AURIA et al., 2007). Assim, os volateis de plantas funcionam de maneira
especifica, servindo de pistas quimicas para predadores e parasitoides na localizacdo de
sua presa, uma vez que podem que podem discriminar entre plantas sem injuria ou
injuriada por herbivoros (DICKE & VAN LOON, 2000; DICKE, 1999; TURLINGS et
al., 1998; MORAES et al., 2008).

A capacidade do predador em utilizar os volateis de plantas na localizacdo de
sua presa e 0s mecanismos envolvidos nesta interagdo tem despertado crescente
interesse em todo o mundo. Os resultados obtidos no capitulo 1 deste trabalho mostrou
que as vespas sociais tém preferéncia por volateis de plantas de milho injuriadas por
lagartas Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) ou plantas de
milho injuriadas mecanicamente e tratadas com regurgito de lagartas do que plantas sem
injurias ou injuriadas mecanicamente e/ou tratadas com &gua. Neste capitulo buscamos
quantificar e qualificar os principais compostos volateis que estdo envolvidos na
preferéncia das vespas por volateis de plantas de milho induzidas continuamente ou por
1 hora com lagartas S. frugiperda, volateis de plantas de milho injuriadas
mecanicamente e tratadas com regurgito de lagartas comparados com os volateis de

plantas sem injaria.
5.2. MATERIAL E METODOS
5.2.1. Obtencéo das plantas e insetos
Sementes de milho (Zea mays L.) foram individualmente semeadas em copos
plasticos de 200 ml contendo solo, e mantidas em casa de vegetacdo, sob condicdes

naturais, na Embrapa Gado de Leite. Quando as plantas atingiram em média de 28 cm

de altura (16 dias) foram utilizadas nos bioensaios para a extracdo dos volateis.
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A criacdo de lagartas de S. frugiperda foi estabelecida a partir de criacdo pré-
existente no Laboratério de Entomologia — Embrapa Gado de Leite — onde foram
mantidas individualizadas em potes plasticos (3 cm de didmetro x 8 cm de altura)
contendo dieta artificial adaptada de Parra (2001). Para a inducdo das plantas foi

utilizado lagartas de terceiro e quarto instar.

5.2.2. Coleta do regurgito

Para a coleta do regurgito de S. frugiperda foi utilizado lagartas de terceiro e
quarto instar mantidas em plantas de milho por 24 horas. Apos este periodo, as lagartas
foram colocadas sobre uma placa de petri, onde foi precionando a regido da sua cabeca
com um fbrceps para a retirada do regurgito. A partir de entdo, o regurgito foi
succionado com uma pipeta Pasteur em vidro (230 mm, 2.0 ml) conectada a um septo
de silicone ligado a uma bomba de vacuo (TURLINGS et al., 1993). Ap0s a sucgao o
regurgito foi transferido para um tubo de Eppendorf® de 1.5 ml para posterior

utilizacdo nas plantas.

5.2.3. Inducdo das plantas de milho

De acordo com os resultados obtidos no capitulo | deste trabalho foram realizado os
seguintes mecanismos de inducéo: plantas de milho induzidas continuamente ou durante
1 hora com lagartas S. frugiperda, sendo que em cada planta foi utilizado trés lagartas
de terceiro a quarto instar; plantas de milho injuriadas mecanicamente com uma tesoura
cortando 25% das trés folhas completamente expandidas e tratadas com 10ul do

regurgito de S. frugiperda sobre a parte ferida.

5.2.4. Aeragdo dos volateis

Foram coletados extratos de: (i) plantas de milho sem inducéo; (ii) plantas de
milho induzidas durante 1 hora com lagartas; (iii) plantas de milho induzidas
continuamente com lagartas; (IV) planta de milho injuriada mecanicamente tratadas

com regurgito de lagarta. Em todos os tratamentos, os volateis liberados pelas plantas de
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milho foram coletados ap6s 5-6 horas da inducdo por meio da técnica de aeragdo no
Laboratorio de Entomologia da Embrapa Gado de Leite.

Para a realizacdo da extracdo dos compostos quimicos das plantas de milho, os
copos pléasticos (200 ml) contendo as plantas foram envolvidos com papel aluminio e
fechados até a altura do caule, evitando assim a contaminagdo com volateis
provenientes do substrato onde as plantas cresceram (solo adubado) ou de outros
organismos (bactérias, fungos, etc.). A partir de entdo as plantas de milho foram
colocadas isoladamente em uma camara de vidro (42 cm de altura x 16 cm de largura)
adaptada para aeracdo onde um fluxo de ar continuo de 1,0 L/min., previamente
umidificado e filtrado com carvdo ativado e calibrado através de um fluxdémetro
atravessou a camara carregando todos os volateis liberados pela planta que ficaram
retidos em uma coluna de vidro (11 cm comprimento x 1 cm diametro) contendo 0,8 g
de polimero adsorvente (Super Q), conforme descrito por Zarbin et al. (2001).

O periodo da aeracdo das plantas foi de 3horas. Periodo usado para realizagdo
dos bioensaios de olfatometria descritos no capitulo I. Apés esse periodo de coleta, foi
feita a dessorcdo dos compostos utilizando 4 ml de hexano (J.T. Baker® - 95% n-
hexane) destilado. O extrato foi concentrado em frascos de vidro estéril (vials — 1.5 ml)
por meio do N, (pureza 99, 999%) para 50 ul e acondicionado em freezer (- 25°C) para

posterior analise dos compostos.

5.2.5. Analise dos compostos volateis

Os extratos foram quantificados por cromatografia gasosa acoplada a deteccao
por ionizacdo de chamas (CG-DIC) (CG Agilent 7890A) equipado com uma coluna
DB-5MS, 30 m x 0,25 mm , filme de 0,25 pum, (J&W Scientific e; USA) utilizando o
programa de temperatura: 50 °C por 1 min, 5 °C/min até 180 °C por 0,1 min, 10 °C/min
até 250 °C por 10 min. Um microlitro de cada amostra foi injetado no modo splitless,
com injetor a 250°C, Hélio como gas de arraste e o detector de ionizacdo por chama
(DIC) a 270 °C. A quantificagéo foi feita através do metodo de padréo interno, usando a
comparacdo da area de cada pico com a area do padréo interno. O fator de resposta do
dectector foi considerado igual 1 para todos os compostos. Foi utilizado como padréo

interno o composto tetracosano na concentracdo final de 0.01 mg/mL.
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Extratos selecionados foram analisados por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM), usando um equipamento Agilent 5975C inert XL
El/ CI MSD, triple axis detector, o qual estava diretamente acoplado a um cromatégrafo
gasoso Agilent 7890A. O cromatdgrafo gasoso foi equipado com uma coluna DB-5, 30
m x 0,25 mm d, 0,25 pum, Supelco e analise foi conduzida usando 0 mesmo programa de
temperatura das analises por CC-DIC. Gas hélio foi usado como gas de arraste. A
ionizacdo foi feita por impacto de elétrons (70 eV, temperatura da fonte de 270 °C). Um
microlitro da amostra foi injetada no modo splitless. Os dados foram coletados e
avaliados com o software ChemStation. Identificacdo dos compostos dos extratos das
aeracdes foi feita por comparacdo do padrdo de fragmentagdo com dados da biblioteca
(Nist e Wiley, 2008) e confirmado através da andlise de padrbes quimicos auténticos. O
indice de retencdo para cada composto foi calculado para auxiliar na identificacdo dos

compostos.

5.2.6. Andlise dos estatistica

Os dados ndo obedeceram nenhuma distribui¢do disponivel no programa R de
GLM (Modelo Linear Generalizado) sendo necessario o emprego do teste ndo
paramétrico Kruskal-Wallis, ao nivel de significancia de 5%, sendo as médias
comparadas pelo método de Dunn (0=0,05). De forma descritiva foi realizado a anélise
dos componentes principais (ACP) para mostrar os principais compostos que foram
responsaveis pela diferenca entre os tratamentos.

5.3. RESULTADOS

O total de compostos volateis emitidos pelas plantas de milho submetidas aos
diferentes tratamentos foi a-pineno, mirceno, (Z)-3-acetato de hexenila, limoneno, (2)-
B-ocimeno, linalol, DMNT, mentol, benzotiazol, indol, a-copaeno, geranyl acetona, [3-
farneseno e TMTT.

No entanto, a quantidade dos compostos a-pineno (t=11.72, gl=3, p=0.008);
mirceno (t=12,22, gl=3, p=0.006); (Z)-3-acetato de hexenila (t=16,31, gl=3, p=0.0009);
limoneno (t=7,62, gl=3, p=0.055); (Z)-p-ocimeno (t=7,67, gl=3, p=0.058); linalol
(t=14,40, gl=3, p=0.002); (E)-4,8-dimetil-1,3,7-nonatrieno (DMNT) (t=16,12, gl=3,
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p=0.001); p-farneseno (t=9,69, ¢l=3, p=0.021); (E,E)-4,8,12-trimetil-1,3,7,11-
tridecatetraeno (TMTT) (t=7,16, gl=3, p=0.067) e indol (t=12,01, gl=3, p=0.007)
emitidos pelas plantas de milho foram significativamente diferentes entre os tratamentos
(Grafico 4).

Os compostos a-copaeno (t=5,4, gl=3, p=0.144); geranyl acetona (t=3,45, gl=3,
p=0.326); mentol (t=1,99, gl=3, p=0.573) e benzotiazol (t=1,06, gl=3, p=0.786) ndo
foram estatisticamente diferentes para as plantas de milho submetidas aos diferentes
tratamentos (Grafico 5),

Houve diferenca na emissdo de dois compostos entre os tratamentos de plantas
induzidas com lagartas por 1 hora e plantas induzidas continuamente com lagartas, visto
que as plantas com a presenca da lagartas por 1 hora emitiram maior quantidade do
composto mirceno, do que a planta continuamente com lagartas. Enquanto as plantas
com lagartas continuamente emitiram maior quantidade de (Z)-3-acetato de hexenila do
que as plantas com lagarta por 1 hora.

A quantidade dos compostos a-pineno; mirceno; (Z)-3-acetato de hexenila;
limoneno; (Z)-B-ocimeno; linalol; DMNT; B-farneseno; TMTT e indol foram liberados
em maior quantidade nas plantas com a presenca de lagarta por 1 hora comparado com
plantas injuriadas mecanicamente tratadas com regurgito de lagarta.

A Analise de Componentes Principais (ACP) mostrou que os dois primeiros
componentes explicam 68% da variabilidade dos dados e que 0s compostos
responsaveis pela diferenca entre os tratamentos com planta sem inducdo, planta com
lagarta por 1 hora, planta continuamente com lagartas ou plantas injuriada
mecanicamente tratadas com regurgito de lagarta foram a-pineno, (Z)-3-acetato de
hexenila, (Z)-B-ocimeno, DMNT, B-farneseno e TMTT (Gréafico 6).

Os vetores mostraram-se mais concentrados entre os tratamentos das plantas
com a presenca de lagarta por 1 hora e planta continuamente com lagartas do que para

planta sem injdria e plantas injuriadas mecanicamente tratadas com regurgito de lagarta.
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I Planta de milho sem injuria

I Planta de milho continuamente com lagarta
B Planta de milho + lagarta por 1 h

I rlanta de milho + injdria + regurgito

liberado (ng/3h)

Quantidade de volateis

Figura 4. Quantidade dos compostos (1) a-pineno, (2) mirceno, (3) (Z)-3-acetato de hexenila, (4)
limoneno, (5) (2) B-ocimeno, (6) linalol, (7) DMNT, (8) indol, (9) B-farneseno e (10) TMTT emitidos
pelas plantas de milho submetidas a diferentes tratamentos: milho sem injdria, planta de milho com
lagarta por 1 hora, planta de milho continuamente com lagartas e planta de milho injuriada
mecanicamente tratada com regurgito de lagarta. As letras representam a diferenca entre os tratamentos
calculado através do indice de Kruskal-Wallis, ao nivel de significancia 5%, e médias comparadas pelo
método de Dunn (a=0,05).
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I Planta de milho sem injdria
I Planta de milho continuamente com lagarta
B Planta de milho + lagarta por 1 h

I Planta de milho + injiria + regurgito
300 -

250 -

200 -

liberado (ng/3h)

Quantidade de volateis

Figura 5. Quantidade dos compostos (1) mentol, (2) benzotiazol, (3) a-copaeno e (4) geranyl acetona,
emitidos pelas plantas de milho submetidas a diferentes tratamentos: milho sem injdria, planta de milho
com lagarta por 1 hora, planta de milho continuamente com lagartas e planta de milho injuriada
mecanicamente tratada com regurgito de lagarta. As letras representam a diferenca entre os tratamentos
calculado através do indice de Kruskal-Wallis, ao nivel de significancia 5%, e médias comparadas pelo
método de Dunn (a=0,05).



60

M Planta de milho + injUria + regurgito
- Planta de milho sem injdria
X X Planta de milho + lagarta por 1 h
4.0) O Planta de milho continuamente com lagarta

3.2

Componente 2

T T T T T
3.6 4.8 6.0 7.2 8.4

Componente 1

Figura 6. A analise discriminante mostra separa¢do dos quatro tratamentos experimentais para o milho:
planta sem injUria, planta com lagarta por 1 hora, planta continuamente com lagartas e planta com injdria
mecanica tratadas com regurgito. Os pontos representam cada repeti¢do na combinaco linear, e as linhas
sdo as quantidades, que representam a importancia de cada composto nos tratamentos ao longo das duas
dimensdes (CV1 e CV2). Os dois primeiros componentes da ACP explicam os dados na porcentagem de
68.8%.A numeracdo dos compostos segue: (C1) a-pineno; (C2) mirceno; (C3) (2)-3-acetato de hexenila;
(C4) limoneno; (C5) (Z)-pB-ocimeno, (C6) linalol; (C7) DMNT; (C8) mentol; (C9) benzotiazol; (C10)
indol; (C11) a-copaeno; (C12) geranyl acetona; (C13) B-farneseno; (C14) TMTT.

5.4. DISCUSSAO

A identificacdo dos compostos induzidos por herbivoros em plantas
parece ser uma abordagem eficaz para estudar as interagdes tritréficas, proporcionando
um maior conhecimento sobre os mecanismos envolvidos no comportamento dos
predadores no processo de localizacdo de sua presa e quais compostos sdo
particularmente importantes para a atratividade de vespas sociais. Esta abordagem é
necessaria para compreender em que circunstancias este comportamento ocorre, a fim
de perimitir algumas generalizagdes a serem feitas, e gerar questdes interessantes sobre

a ecologia e a evolucgéo destes processos.
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O fato dos compostos a-pineno, mirceno, (Z)-3-acetato de hexenila, limoneno,
(2)-B-ocimeno, linalol, DMNT, pB-farneseno, TMTT e indol, mostrarem diferenca
significativa entre os tratamentos das plantas de milho, indica que, provavelmente, estes
compostos foram responsaveis pela atratividade das vespas. Foi observado que estes
compostos foram emitidos em maior quantidade nas plantas com lagarta por 1lhora e
plantas continuamente com lagartas quando comparados com as plantas sem indugéo ou
plantas injuriadas mecanicamente tratadas com regurgito de lagarta. Ndés sugerimos que
a preferéncia das vespas sociais as plantas injuriadas mecanicamente tratadas com
regurgito de lagarta mostrado no capitulo 1 deve-se ao fato de que os compostos
implicados sdo comportamentalmente ativos em doses muito baixas ou esta atratividade
pode estar relacionada a outras substancias que o cromatdgrafo gasoso acoplado a
espectrometro de massas (CG-EM) ndo foi capaz de detectar, visto que, 0sS
quimiorreceptores dos artropodes sdo muito mais sensiveis do que os detectores de
instrumentos analiticos (DICKE, 1999; HARE, 2011). No entanto, a explicacdo para a
ndo preferéncia das vespas pelas plantas sem inducdo pode ser devido a baixa
quantidade de emissdo de compostos importantes, tais como, 0 (Z)-3-acetato de
hexenila, linalol, DMNT, indol, B-farneseno e TMTT, comparado com a emisséo destes
em plantas submetidas aos outros tratamentos; o que provavelmente influenciou no
comportamento das vespas sociais e consequentemente na sua preferéncia.

Em contrapartida, n0s sugerimos que 0S compostos a-copaeno, geranyl acetona,
mentol e benzotiazol, ndo influenciaram na escolha da vespa, visto que ndo mostraram
diferenca estatistica para as plantas de milho submetidas aos diferentes tratamentos e,
por este motivo, ndo foram os provaveis responsaveis pela preferéncia das vespas.

Em 2005, Hoballah & Turlings, observaram que uma planta milho tratada com
regurgito de Spodoptera littoralis (Boisduval, 1833) (Lepidoptera: Noctuidae) sobre a
parte injuriada emitiu grandes quantidades de linalol; (E )-4,8-dimethyl-1,3,7-
nonatriene; 1-H-indol; (E )-a-bergamoteno; e (E )-B -farneseno ap6s 6 horas de
inducdo. Nossos resultados corroboram com os achados de Hoballah & Turlings (2005),
visto que as plantas de milho injuriadas mecanicamente tratadas com regurgito de
lagarta ou as plantas de milho induzidas com lagarta continuamente com lagartas ou
plantas com sua presenca por apenas 1 hora liberaram uma maior quantidade destes

compostos quando comparadas com planta sem injaria, sugerindo que 0s compostos
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linalol; (E )-4,8-dimethyl-1,3,7-nonatriene; 1-H-indol; (E )-a-bergamoteno; e (E )-p —
farneseno tém grande participacdo no comportamento de escolha das vespas.

Segundo Turlings & Tumlinson (1992), normalmente as plantas ndo produzem
novos compostos, no geral 0 que na acontece na maioria das plantas é a emissdo de
baixa quantidade de compostos volateis mesmo quando as plantas ndo estdo sendo
atacadas e, apds uma injuria ou stress ha emissdo de compostos que a planta emite sem
nenhuma injuria ou tratamento pode aumentar ou diminuir. Embora o tempo de emisséo
méaxima de volateis de plantas de milho, variavel entre cultivares, seja de no minimo 10,
e no maximo 16 horas ap6s o tratamento com lagartas, em 5 horas ap6s esta inducdo, as
plantas de milho emitem grandes quantidades de volateis induzidos (TURLINGS et al.,
1998). E geralmente ap6s 24 horas da inducdo ndo sdo mais detectadas quantidades
significativas de volateis (TURLINGS & TUMLINSON, 1992).

A diferenga quanto a emissdo dos compostos volateis foi observada entre os
tratamentos de plantas de milho com lagartas por 1 hora e plantas de milho
continuamente com lagartas, ambas testadas ap6s 5-6 horas de inducdo, onde as plantas
com lagartas por 1 hora emitiram maior quantidade de mirceno, do que a planta
continuamente com lagartas, visto que, 0 composto mirceno estd compreendido dentre o
grupo dos terpenos e geralmente sdo observados horas ap6s uma inducdo. Ja as plantas
de milho com a presenca continua de lagartas emitiram maior quantidade de (Z)-3-
acetato de hexenila do que as plantas com lagarta por 1 hora, confirmando que as
plantas continuavam emitindo volateis de folhas verdes ao mesmo tempo em que
emitiam terpenos, ja que este composto (Z)-3-acetato de hexenila estd compreendido
dentre o grupo dos volateis de folhas verdes, que sdo emitidos imediatamente apds uma
injaria inicial. Este fato pode ser justificado devido as lagartas terem permanecido na
planta de milho enquanto os bioensaios foram realizados. Este resultado nos permite
dizer que mesmo ndo havendo mais a presenca do herbivoro, a planta continua
liberando volateis atrativos as vespas sociais, porém ndao da mesma forma que emite
volateis com a presenca continua do herbivoro.

Segundo Baldwin et al. (2006), o tempo de resposta da planta a uma injuria pode
variar consideravelmente, em algumas plantas a mudanca quimica pode comecar dentro
de minutos, enquanto que em outras plantas o efeito pode demorar horas e até anos.
Sabe-se que as plantas possuem glandulas para o armazenamento de substancia volateis

de defesa, portanto quando ha um rompimento destas glandulas, os volateis
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(principalmente terpenoides) sdo emitidos instantaneamente, e se a injdria para, sua
emissdo também para (ROSE et al., 1996). No entanto, os resultados do presente
trabalho mostraram que os volateis atrativos as vespas predadoras foram observados
durante horas mesmo apds a injuria cessar, presumindo-se que esta rapida resposta da
planta a uma injuria possibilita a atracdo de inimigos naturais dos herbivoros antes
mesmo destes causarem danos substanciais as plantas.

De acordo com os resultados das analises de componentes principais (ACP) os
compostos a-pineno, (Z)-3-acetato de hexenila, (Z)-p-ocimeno, DMNT, B-farneseno e
TMTT, representam uma maior variabilidade entre os tratamentos comparado as plantas
injuriadas por lagartas e plantas injuriadas mecanicamente tratadas com regurgito de
lagarta com plantas sem injdria.

Portanto, o resultado do presente trabalho fornece uma visao sobre 0s compostos
quimicos que sdo responsaveis pela interacdo tritrofica (planta de milho - S. frugiperda
— vespa social) e sugere que, os compostos emitidos pela planta de milho induzida por
herbivoria ou por sua saliva no local da ferida foram os responsaveis pela preferéncia

das vespas P. fastidiosuscula.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

No capitulo 1 observamos a preferéncia das vespas sociais para volateis emitidos
por plantas de milho com a presenca de lagartas por 1 hora, plantas de milho
continuamente com lagartas e para plantas de milho injuriadas mecanicamente tratadas
com regurgito de lagartas.

Observamos que as vespas sociais ndo mostraram preferéncia por plantas sem
inducdo ou injuriadas mecanicamente tratadas e/ou tratadas com agua.

O tempo de resposta da planta também é um fator importante para a atratividade
das vespas, visto que, vespas preferiram plantas induzidas por lagartas S. frugiperda ou
plantas injuriadas mecanicamente tratadas com regurgito de lagartas durante os
intervalos de 5-6h e 24-25h. O mesmo ndo foi observado quando as plantas foram
induzidas por lagartas ou injuriadas mecanicamente tratadas com regurgito de lagarta no
intervalo de 1-2h.

As analises quantitativas e qualitativas realizadas nos extratos de planta de milho
sem inducdo, plantas de milho com a presenca de lagartas por 1 hora, plantas de milho
continuamente com lagartas e plantas de milho injuriadas mecanicamente tratadas com
regurgito de lagartas mostraram que 0Ss provaveis compostos responsaveis pela
preferéncia das vespas foram a-pineno, mirceno, (Z)-3-acetato de hexenila, limoneno,
(2)-p-ocimeno, linalol, (DMNT), B-farneseno e indol.

Os resultados do presente trabalno amplia o conhecimento sobre o
comportamento das vespas sociais € a provavel funcdo ecoldgica que os COVs
(Compostos Organicos Volateis) representam para estas. Portanto pesquisas futuras sao
necessarias para evidenciar a atratividade das vespas sociais em campo utilizado estes

compostos sintéticos como fonte de odor.



