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RESUMO

O controle de pragas das espécies vegetais cultivadas tem sido normalmente realizado
por meio de inseticidas, o que é indesejavel tanto por motivos econdémicos quanto
ambientais, j& que as aplicagBes sucessivas afetam 0s inimigos naturais e aumentam a
possibilidade de desenvolvimento de populagdes da praga resistentes aos inseticidas.
Esses problemas podem ser minimizados com métodos alternativos de controle como o
emprego de variedades resistentes, 0 uso de substancias indutoras e o controle
bioldgico. Para isso, estudos envolvendo a interacdo planta, praga e inimigo natural sdo
de fundamental importancia. Dessa forma, este trabalho teve como objetivos: a) Estudar
a acdo dos compostos organicos volateis na interacdo tritrofica entre o pimentéo
Capsicum spp., o pulgdo Aphis gossypii e seu parasitoide Aphidius colemani; b) Estudar
a acdo da cis-jasmona na interacgdo tritrofica entre o pimentdo, o pulgdo A. gossypii e 0
parasitoide A. colemani e seu papel na ativacdo do mecanismo de defesa do vegetal.
Variedades de pimentdo foram avaliadas em relagdo a resisténcia ao pulgéo A. gossypii
e 0S seus compostos volateis foram coletados antes e ap6s a infestagdo. Os compostos
volateis foram tentativamente identificados por cromatografia gasosa/espectrometria de
massas. Bioensaios de olfatometria foram realizados com os compostos volateis em
relagdo ao comportamento de A. gossypii e A. colemani. As principais conclusdes
obtidas neste trabalho foram: a) Existe variabilidade genética entre 0s genotipos de
Capsicum em relacdo a emissdo de compostos volateis e em relagdo a susceptibilidade
ao A. gossypii; b) O gendtipo Cambuci podera ser utilizado em programas de
melhoramento genético visando cultivares de Capsicum mais resistentes ao A. gossypii;
c) Houve diferencas significativas entre os efeitos dos compostos volateis das duas
cultivares sobre os comportamentos de A. gossypii e de A. colemani; d) Os compostos
volateis emitidos pela cultivar Cambuci apdés a infestacdo proporcionaram efeito
repelente a A. gossypii e atrativo a A. colemani; f) A cis-jasmona aplicada sobre plantas
de piment&o induziu a emisséo e/ou producdo de compostos volateis que teve acdo de
repeléncia a A. gossypii e acdo atraente para A. colemani; i) A variabilidade genética
entre 0s genodtipos, apos a infestacdo, indica que os compostos organicos volateis
apresentam-se como variaveis que podem ser utilizadas para selegdo e desenvolvimento

de cultivares de pimentéo resistente ao pulgdo A. gossypii.

Palavras-chave: Cis-jasmona, Ecologia quimica, Semioquimicos, Interacéo tritréfica.



ABSTRACT

Pest control of cultivated plant species has been usually performed by insecticides,
which is undesirable because of economical and environmental concerns, since
successive applications affect natural enemies and increase the possibility of
development of resistant population toward insecticides. These problems can be
minimized with alternative control methods as the use of resistant varieties, use of
substances that induce resistance and biological control. Those studies involving the
interaction of plant, pest and natural enemies are of fundamental importance. Thus, this
study aimed: a) to study the effect of volatile organic compounds in tritrophic
interactions between pepper Capsicum spp., the aphid Aphis gossypii and its parasitoid
Aphidius colemani; b) to study the role of cis-jasmone in the tritrophic interaction
between the pepper, the aphid A. gossypii and the parasitoid A. colemani and its role in
activating the defense mechanism of the plant. Pepper varieties were evaluated for
resistance to the aphid A. gossypi and their volatiles were collected before and after
infestation.  Volatiles compounds were tentatively identified by gas
chromatography/mass spectrometry. Olfactometry bioassays were performed with
volatile regarding the behavior of A. gossypii and A. colemani. The main conclusions
obtained in this work were: a) there is genetic variability among genotypes of Capsicum
in relation to the release of volatile compounds and in the susceptibility toward A.
gossypii; b) genotype Cambuci can be used in breeding programs aiming Capsicum
cultivars more resistant to A. gossypii; c) there were significant differences between the
effects of volatiles from the two cultivars on behavior of A. gossypii and A. colemani; d)
the volatiles emitted by Cambuci cultivar after infestation produced repellent effect on
A. gossypii and were attractive to A. colemani; e) the cis-jasmone applied to pepper
plants provided emission of volatiles that had repellent action on the A. gossypii and
attractive one to A. colemani; f) the genetic variability between genotypes, after
infestation indicates that volatile organic compounds present as variables can be used

for selection and development of bell pepper cultivars resistant to the aphid A. gossypii.

Keywords: Cis-Jasmone, Chemical Ecology, semiochemical, tritrophic interaction
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1- INTRODUCAO

A estimativa de perdas provocadas por pragas e doengas na agricultura mundial
atinge 37% da produgdo, dos quais aproximadamente 15% se devem a insetos (von
ELLRICHSHAUSEN, 2008). Dentre os insetos que causam sérios danos as culturas
estdo os afideos que possuem grande habilidade para sobreviverem em condi¢bes
climéticas diversas (DIXON et al., 1993) pela sucgdo continua da seiva e transmisséo de
doengas.

Myzus persicae (Sulzer) e Aphis gossypii (Glover) (Hemiptera: Aphididae),
pragas de diversas culturas, estdo entre os principais vetores de virus de plantas
(BLACKMAN & EASTOP, 1984), Sendo consideradas as principais pragas em cultivos
protegidos (casa de vegetacdo e estufa plastica) (BUENO, 1999). Dessa forma, a
utilizagdo de parasitoides de pulgdes como Aphidius colemani Viereck (Hymenoptera,
Braconidae, Aphidiinae) apresenta elevado potencial de utilizacdo no controle bioldgico
(van LENTEREN, 2003b; VASQUEZ et al., 2006).

Atualmente os métodos de controle concentram-se basicamente na utilizagdo de
agroquimicos dentro do Manejo Integrado de Pragas (MIP). Entretanto, h4 uma grande
demanda pelo desenvolvimento de uma agricultura que utilize menos energia e produtos
quimicos, com menor emissdo de residuos indesejdveis no meio ambiente e nos
alimentos, além de reduzir as contaminacGes aos agricultores (SILVA-FILHO &
FALCO, 2000).

O pimentéo, Capsicum spp. (Solanacea) € uma hortalica de grande importancia
socio-econdmica no Brasil devido a area cultivada e ao nimero de empregos gerados
(FRIZZONE et al., 2001). Com o0 aumento no uso de cultivo protegido de hortalicas,
onde o pimentdo é uma das culturas que vém sendo mais exploradas, houve um
aumento da incidéncia de pulgdes causando danos significativos. O controle quimico de
pulgdes é viavel, mas devido ao surgimento de bidtipos resistentes, da questdo
ambiental e dos custos dessa operagéo, torna-se importante a descoberta de formas
alternativas para reduzir os seus danos.

Para reconhecer as plantas hospedeiras, os pulgbes utilizam, entre outros
sentidos, o olfato. Os compostos organicos volateis emitidos pelas plantas sdo

detectados pelos neurdnios receptores na antena dos insetos e processados no sistema
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nervoso central. Os insetos apresentam respostas comportamentais de acordo com as
moléculas odorantes detectadas. Se os compostos volateis forem provenientes de uma
planta hospedeira, os insetos podem fazer movimentos orientados contra o vento para a
fonte do odor. Se os compostos volateis forem provenientes de uma planta ndo-
hospedeira, os insetos podem se afastar da fonte de odor. A compreensdo de que 0s
compostos Vvolateis eliciam o tipo de resposta comportamental em um inseto pode ser
atil no controle integrado de pragas, onde compostos volateis que ativam a resposta
comportamental dos insetos podem ser utilizados para proteger as culturas.

Devido a reproducéo partenogenética e viviparidade, pulgbes completam uma
geracdo em curto tempo, apresentando altas taxas de reproducdo, o que significa que
mesmo uma pequena infestacéo inicial pode levar rapidamente a uma grande populagéo
e danos significativos a planta (EL-AMRI, 1999). Assim, o0 manejo eficaz dos afideos é
essencial numa agricultura sustentavel. Tradicionalmente, os pesticidas foram
efetivamente empregados para isso, mas a investigacdo sobre estratégias alternativas de
controle de pragas é justificada devido aos casos crescentes de resisténcia de insetos a
pesticidas (JUTSUM et al., 1998) e as crescentes preocupagdes sobre 0s custos
ambientais e econdmicas de tais praticas (PRETTY et al., 2000, 2005).

Semioquimicos sdo substancias quimicas que agem como sinais entre 0s
organismos e podem ser utilizados por insetos fitofagos para localizar e reconhecer uma
planta hospedeira adequada. Sabe-se que pulgbes utilizam sinais quimicos volateis para
localizar seus hospedeiros (NOTTINGHAM et al., 1991) e uma compreensdo dos
mecanismos envolvidos no reconhecimento olfativo de seu hospedeiro poderia levar ao
desenvolvimento de novos meios de controle de pragas. O objetivo deste capitulo
introdutorio é apresentar um panorama de como isso pode ser alcangado, primeiro,
apresentando informagdes sobre as culturas do piment&o e pimenta (Capsicum spp.), a
biologia geral e o ciclo de vida de A. gossypii e A. colemani, em seguida, aspectos
fundamentais em ecologia quimica envolvendo estes dois insetos e, finalmente, como a

ecologia quimica pode ser aplicada no contexto do controle de pragas.
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2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1 Capsicum

O pimentdo “Capsicum annuum’ (Solanacea) destaca-se como uma das
hortalicas mais cultivadas em todo o mundo (REIFSCHNEIDER, 2000; BLAT et al.,
2007). No Brasil ele € cultivado em todo o territorio e esta entre as dez hortali¢as de
maior importancia econdmica (SANTANA et al., 2004). Além disso, o agronegdcio
envolvendo o género Capsicum é de grande importancia na agricultura familiar, pois
permite integracdo entre o pequeno produtor e a industria (RIBEIRO, 2004).

Em relacdo aos aspectos nutricionais, o pimentdo e a pimenta séo fontes de
vitaminas A, B1, B2 e, quando consumidos in natura, sdo ricos em vitamina C. Os
frutos de cor vermelha também apresentam altos teores de carotendides (VINALS et al.,
1996). Na culinéria, contribuem para acentuar o sabor, 0 aroma e a cor de diversos
pratos tipicos em varias partes do mundo (LUCIO et al., 2003). As espécies desse
género também podem ter aplicagdo medicinal, pois tém funcdo digestiva, auxiliam no
combate a disenteria e infec¢des intestinais, e ainda tém funcbes antiparasitérias e
cicatrizantes (VINALS et al., 1996).

As pimentas e o0s pimentdes pertencentes ao género Capsicum Vvém se
destacando ao longo dos anos como uma nova alternativa de renda para 0s pequenos
produtores, incentivando a agricultura familiar no Brasil (RIBEIRO, 2004). Assim,
pimentas e pimentdes representam um novo mercado para a agricultura brasileira e para
as industrias alimenticias, farmacéuticas e cosméticas. Os produtos & base de pimentdes
e pimentas sdo consumidos por um quarto da populagdo mundial, principalmente na
forma de condimentos (CARVALHO et al.,, 2003). Para estes autores devido ao
agronegocio de pimentdo e pimentas estar crescendo, existe demanda por novas
cultivares com maior produtividade e qualidade. Entretanto, o aparecimento de doencas
representa um dos fatores limitantes & producéo destas culturas (LOPES & AVILA,
2003). Entre as viroses que causam danos as culturas de pimentas e do piment&o,
destacam-se as causadas por espécies do género Potyvirus: “Potato virus Y (PVY),
“Tobacco etch virus” (TEV), “Pepper veinal motle virus” (PVMV), “Chilli veinal
motle virus” (ChiVMV) e “Pepper yellow mosaic virus” (PepYMV) (INOUE-
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NAGATA et al., 2001). Entre essas doengas destaca-se 0 mosaico amarelo do pimentéo,
causado pelo “Pepper yellow mosaic virus”, uma nova espécie do género Potyvirus que
ocorre em pimentdo (INOUE-NAGATA et al., 2002), provocando diversas perdas na
cultura (MACIEL-ZAMBOLIM et al., 2004; AZEVEDO et al., 2005). O A. gossypii ao
lado do M. persicae € um dos principais afideos que atacam a cultura do pimentdo
sendo ambos principais responsaveis pela transmissdo dessas doencas.

Ultimamente tem-se observado um aumento significativo no uso de cultivo
protegido de hortaligas, sendo o pimentdo uma das culturas que vém sendo mais
exploradas. Porém, a incidéncia acentuada de pulgdes proporciona danos significativos.
O controle quimico de pulgdes é vidvel, até certo ponto, pois pode causar o surgimento
de bidtipos resistentes e inconvenientes em relagdo ao meio ambiente. Com relagdo a
esse problema o pimentdo foi o alimento que apresentou o maior indice de
irregularidades para residuos de agrotoxicos em 2009 (ANVISA, 2010). Oitenta por
cento das amostras analisadas pelo Programa de Anélise de Residuos de Agrotoxicos
em Alimentos (PARA) da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
apresentaram problemas. Nestas, foram identificados 22 ingredientes ativos, dos quais
18 ndo estdo autorizados para a cultura e quatro estavam acima do limite minimo de

residuos estabelecido pela legislacéo.

2.2 Afideos

2.2.1 Ciclo de vida e biologia

Afideos (Hemiptera: Aphididae) sdo insetos viviparos que se alimentam da seiva
do floema e que podem transmitir virus para as plantas das quais se alimentam. H4 mais
de 4700 espécies descritas de afideos que ocorrem em todo o mundo, principalmente,
em regides temperadas (DIXON et al., 1987; BLACKMAN & EASTOP, 2007). Devido
a uma combinagdo de fatores que lhes permitem alcancar alta taxa reprodutiva, 0s
afideos podem colonizar novos habitat de forma extremamente eficiente.

A evolugdo da reproducdo (partenogénese) € um dos principais fatores que
levam ao sucesso de afideos. A maioria das espécies alterna entre uma fase sexual que

assegura a recombinacdo genética e a segregacdo, e uma fase de reproducdo
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partenogenética que permite o crescimento massal da colbnia, onde as taxas de
populacdo podem ser duplicadas em comparacao a individuos com reproducdo sexual.
A capacidade de se reproduzir sem a necessidade de fertilizagdo diminui o tempo de
uma geracdo (BLACKMAN & EASTOP, 2000; POWELL et al., 2006).

Outro sucesso evolutivo dos afideos € a maneira pela qual os recursos
energéticos sdo alocados na colénia. Dentro de um mesmo clone, pode haver formas
apteras ou aladas. O surgimento destas duas formas é desencadeado por fatores
ambientais, densidade da coldnia, fisiologia vegetal e presenca de predadores
(BLACKMAN & EASTOP, 2000).

2.2.2 Afideos como praga

Os afideos se alimentam da seiva do floema, acarretando na perda de nutrientes
pelas plantas e, assim, reduzindo a produtividade (Figura 1). No entanto, o principal
impacto sobre as plantas é causada por agirem como vetores de virus (DIXON, 1973)
(Figura 2).

Figura 1 — Planta de piment&o infestada por Aphis gossypii.
(Foto: Jodo Gomes da Costa, 2008)
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Figura 2 — Planta de piment&o com virose (Foto: Jodo Gomes da Costa, 2008)

2.2.3 Aphis gossypii
2.2.3.1 Biologia geral

O afideo A. gossypii € uma espécie cosmopolita, amplamente distribuida nas
regides tropicais, subtropicais e temperada (ISIKBER, 2005). E uma praga de diferentes
espécies de plantas, incluindo o pimentdo, algoddo, meldo, abobrinha, pepino, frutas
citricas, café, berinjela, quiabo e plantas ornamentais como Hibiscos e crisantemo
(BLACKMAN & EASTOP, 1984).

A. gossypii é um inseto pequeno com os adultos medindo entre 1,3 a 1,8 mm de
comprimento, corpo ovalado e apresentando policromismo, ou seja, coloragdo que varia
de verde-escuro ao amarelo-claro (Figuras 3 A e B) em fungdo da fonte de alimento,
densidade populacional e temperatura a que estdo submetidos (GALLO et al., 2002;
LEITE, 2006).
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Figura 3 — Aphis gossypii aptero (A) e alado (B) (Foto: Gilcilene, 2008)

Os afideos apresentam duas expansbes no final do abdémen denominados
sifunculos, que funcionam como érgdos excretores. Esses, em A. gossypii, apresentam
formato cilindrico, com comprimento entre 0,16 a 0,23 mm, mais largos na sua base e
mais compridos que sua cauda (codicula). O corpo é segmentado, apresentando 0s
sifunculos, tibias e antenas de coloragdo escura (SANTOS, 2007). Numa Unica folha
encontram-se colbnias de individuos apteros e alados, em diferentes estadios de
desenvolvimento, sendo que as formas aladas aparecem com maior freqiiéncia em altas
densidades de infestacdo, quando a competicdo por alimento é maior (FERNANDES et
al., 2001).

A reproducdo dos afideos em regibes tropicais ocorre por partenogénese telitoca,
ou seja, sem participagdo do macho, com fémeas gerando fémeas durante o ano todo.
Sao insetos ovoviviparos, pois procriam suas ninfas vivas, as quais se desenvolvem
dentro do corpo da mée (GALLO et al., 2002).

A. gossypii desenvolve-se melhor entre 25 a 30 °C, sendo a temperatura de 27 °C
considerada 6tima para o desempenho de suas fungdes bioldgicas (DEGUINE, 1995).
Em temperatura de 26,7 °C, A. gossypii leva 4,1 + 0,1 dias para passar pelos quatro
estadios ninfais antes de atingir a fase adulta. Em média produz 1,5 ninfas por dia, com
um pico de 2,9 + 0,3 do terceiro ao quinto dia. A longevidade média dos adultos € de
16,1 + 1,6 dias com intervalo variando de 7 a 28 dias (HENNEBERRY & JECH, 2000).
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2.2.3.2 Métodos de controle

2.2.3.2.1 Agrotoxicos

Os agrotoxicos tém sido aplicados para reduzir as perdas das culturas causadas
por insetos. Apesar das 2,5 milhdes de toneladas de agrotdxicos serem aplicados em
todo 0 mundo, mais de 15% do potencial mundial de alimentos ainda esta sendo perdido
exclusivamente devido ao ataque de insetos (von ELLRICHSHAUSEN, 2008). A
aplicacdo de inseticidas além de ocasionar prejuizos ao meio ambiente e a saude
humana pode também proporcionar o surgimento de insetos resistentes aos mesmos. No
entanto, estima-se que, sem 0 uso de pesticidas, as perdas das culturas devido as pragas
aumentariam de 15 para 20% (PAOLETTI & PIMENTEL, 2000) juntamente com 0s

precos dos produtos agricolas.

2.2.3.2.2 Cultivares resistentes e modificadas geneticamente

Variedades de Capsicum spp. resistentes podem oferecer um meio de controle
complementar & predagdo por inimigos naturais, reduzindo ao mesmo tempo a
necessidade de aplicacdes de inseticidas. Assim, a utilizacdo de cultivares resistentes
seria ideal j& que é uma prética que pode ser associada a todos os outros métodos de
controle. Esse método apresenta as vantagens de ndo influenciar negativamente o meio
ambiente, ser de facil utilizacdo e ndo aumentar os custos de producdo sendo 0 seu
efeito cumulativo e persistente (LARA, 1991).

As plantas podem apresentar trés diferentes tipos de resisténcia a insetos
antibiose, antixenose (ndo preferéncia) e tolerancia (LARA, 1991). A variedade possui a
resisténcia do tipo antibiose quando o inseto se alimenta dela e esta exerce um efeito
adverso sobre a biologia do mesmo. Uma variedade apresenta uma resisténcia do tipo
antixenose, quando ela é menos utilizada pelo inseto do que outra, em igualdades de
condicdes, para alimentacdo, oviposicéo ou abrigo. A variedade € tolerante quando ela
sofre poucos danos, em relacdo as outras, sob um mesmo nivel de infestacdo de
determinada espécie de inseto, sem afetar o comportamento deste ou sua biologia
(LARA, 1991).
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Estudos tém identificado cultivares resistentes a afideos como em fava (Vicia
faba) (EBADAH et al., 2006) e feijao-de-corda (Vigna unguiculata) (MORAES &
BLEICHER, 2007) ao Aphis craccivora Koch; em batata aos pulgbes M. persicae,
Macrosiphum euphorbiae e A. gossypii (LARA et al., 1999); em Brassica napus ao
Lipaphis erysimi. Em Capsicum, alguns acessos tém apresentado resisténcia ao A.
gossypii, mas estes mesmos nédo tém resisténcia ou tolerancia ao ataque do M. persicae
(WEINTRAUB, 2007). FRANTZ et al. (2004) concluiram que existem fatores de
resisténcia espécie-especifica em Capsicum, como tem sido observado em acessos de
tomateiro.

Uma alternativa que comegou hd 20 anos é o uso de culturas geneticamente
modificadas. As plantas sdo melhoradas para resistir a pragas, doencas e herbicidas, ter
um sabor melhor, maior valor nutricional e muitas outras caracteristicas para produzir
um produto melhor e mais barato (PAOLETTI & PIMENTEL, 2000; BROOKES &
BARFOOT, 2006). Embora as vantagens das culturas geneticamente modificadas ainda
estejam sendo discutidas (POPPY, 2000; CLARK & LEHMAN, 2001; van EMDEN,
2003), oferecem uma boa alternativa ao controle quimico, em muitos aspectos (POPPY
& SUTHERLAND, 2004), mas ainda ha necessidade de mais estudos e os resultados e
recomendacBes devem ser bem divulgadas visando o esclarecimento da técnica para o

consumidor.

2.2.3.2.3 Inducéo de resisténcia nas plantas

Defesa induzida ocorre quando uma planta se torna mais resistente a insetos
pragas ou patégenos, apés um sinal que provoca uma mudanca em seu metabolismo
(CHAMBERLAIN et al. 2000). Esses sinais sdo conhecidos como “eliciadores” ou
ativadores e sdo produzidos naturalmente pela planta quando atacada por organismos
(ALBORN et al., 1997). As substancias quimicas de defesa induzidas séo sintetizadas
em resposta a injdrias causadas no tecido vegetal pelo ataque de herbivoros (BRUCE et
al., 2003b). Além de produzirem e estocarem tais substancias, as plantas produzem
semioquimicos (sinais quimicos volateis). Tais sinais quimicos mediam interagdes entre
organismos, tanto dentro da mesma espécie quanto entre espécies, podendo influenciar

interacGes entre organismos em Varios niveis tréficos (AGELOPOULOS et al., 1999).
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Esses compostos volateis sdo liberados pela planta quando esta sofre alguma
espécie de injuria e atuam repelindo o ataque de insetos. Também podem agir como um
mecanismo indireto de defesa, atraindo insetos predadores ou parasitoides dos insetos
fitofagos. Mais ainda, esses compostos podem agir sinalizando, internamente entre
células, a ativacdo de genes latentes de defesa que traduzem a producéo de compostos
secundarios e, entre plantas, sinalizando para que as plantas vizinhas ndo atacadas
ativem também seus mecanismos de defesa em resposta aos compostos volateis
produzidos pelas plantas infestadas (BIRKETT et al., 2000; BRUCE et al., 20033;
GATEHOUSE, 2002).

Cada planta produz uma mistura de componentes volateis especifica em resposta
a um eliciador especifico de uma determinada espécie de herbivoro que se alimentam de
alguma de suas partes. Isto sugere fortemente a co-evolucéo entre as plantas, herbivoros
e seus inimigos naturais (PARE & TUMLINSON, 1999).

A ativacdo de mecanismos de defesa em plantas por meio de sinais quimicos
oferece uma nova e promissora forma de controle de pragas (KHAN et al., 2000).
Embora muitos compostos com acéo indutora tenham sido testados, sua aplicagdo em
campo ¢é bastante dificultada, devido sua alta volatilidade e instabilidade quimica.

Estudo realizado por PETTERSSON et al. (1994) mostrou que o salicilato de
metila apresenta-se como um semioquimico ligado ao estresse de plantas. A maioria dos
insetos estudados mostrou intensa resposta eletrofisioldgica a esse composto. Nesse
mesmo estudo o salicilato de metila, quando aplicado em trigo, reduziu
significativamente (entre 30 - 40%) o nimero total de afideos colonizando a cultura. No
entanto, PICKETT et al. (2005) afirmam que sua atuagdo é efémera, e sua aplicacdo
prética é bastante dificultada devido a sua elevada volatilidade.

As respostas induzidas em plantas danificadas sdo mediadas por compostos
provenientes da via octadecandide entre os quais estdo o acido jasmonico e o jasmonato
de metila (WASTERNACK et al., 2006). Os compostos volateis de plantas
compreendem isoprendides, carotendides, benzenoides, fenilpropandides, e compostos
derivados de &cidos graxos e aminoacidos (DUDAREVA et al., 2006; TURLINGS et
al., 1998). Esses compostos volateis provéem informacdo sobre o estado do ataque da

planta induzida, podendo ativar também as defesas induzidas de plantas adjacentes da
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mesma ou de outra espécie (BRUIN & SABELIS, 2001; DICKE & DIJKMAN, 2001;
HEIL & KOST, 2006; KARBAN, 2001).

Em tomateiro, a aplicacéo do &cido jasmonico resultou na inducéo de inibidores
de proteases e polifenol oxidase e uma diminuigdo na preferéncia, no desempenho e na
abundancia de muitos herbivoros como Frankliniella occidentalis (trips), Spodoptera
exigua e Trichoplusia ni (lepiddpteros), Epitrix hirtipennis Melsheimer (coledptero) e
M. euphorbiae Thomas e M. persicae Sulzer (afideos) (THALER et al., 1996).
Entretanto, o acido jasmonico afeta o desenvolvimento e fisiologia vegetal o que
poderia afetar o rendimento de plantas, independentemente dos efeitos sobre a
herbivoria (FAN et al., 1997; KODA, 1997). Por exemplo, o &cido jasmonico exdgeno
diminui a taxa fotossintética das plantas (METODIEV et al., 1996), reduz a formacéo de
gemas (BARENDSE et al., 1985), e aumenta a produgdo de etileno, um horménio
envolvido na maturacdo (SANIEWSKI et al., 1987).

Outro composto envolvido na ativagéo de resisténcia da planta a insetos é a cis-
jasmona. Ele atua como um sinal externo alertando tanto a planta receptora quanto a
planta vizinha ndo danificada inicialmente por insetos e, por meio deste, prepara a
planta para ativar as suas defesas prévias ao ataque. Cis-jasmona, que estd associada
com a via do &cido jasmonico ou da via octadecandide (Figura 6) induzido por estresse
(LOUGHRIN et al., 1995; PARE & TUMLINSON, 1997), foi identificada inicialmente
a partir de volateis de groselha, Ribes nigrum L., o hospedeiro priméario do pulgdo
Nasonovia ribis-nigri (Mosley) (Hemiptera: Aphididae). Ensaios comportamentais
mostraram que a aplicagdo de cis-jasmona em plantas de alface repeliu esse pulgéo
(BIRKETT et al., 2000).

No entanto, os efeitos de cis-jasmona néo ficaram restritos a N. ribis-nigri. No
mesmo estudo, armadilhas amarelas de 4gua equipados com saquinhos para liberar este
composto capturaram um namero significativamente menor do pulgdo Phorodon humuli
(Schrank) (Hemiptera: Aphididae), do que nas armadilhas testemunhas. Da mesma
forma, parcelas de trigo de inverno, Triticum aestivum L., pulverizadas com cis-jasmona
foram significativamente menos infestadas pelos pulgbes de cereais Metopolophium
dirhodum (Walker), Sitobion avenae (Fabricius) e Rhopalosiphum padi (Linnaeus)
(todos Hemiptera: Aphididae) (BIRKETT et al., 2000;

BRUCE et al., 2003), em comparagdo com as plantas testemunha. Em contraste com as
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respostas destas espécies de afideos, em olfatbmetro e estudos em tunel de vento, cis-
jasmona provocou respostas positivas de comportamento na joaninha Coccinella
septempunctata Linnaeus (Coleoptera: Coccinellidae), e em um parasitoide de afideos,
Aphidius ervi Haliday (Hymenoptera: Braconidae) (BIRKETT et al., 2000).

Plantas de Vicia faba L. tratados com cis-jasmona, em uma concentragéo inicial
de 0.1ppm em um recipiente de vidro fechado, aumentaram os niveis de (E, E)-a-
farneseno, B-cariofileno, (E)-4,8-dimetil-1 ,3,7 nonatrieno e (E)- B-ocimeno (BIRKETT
et al., 2000), compostos que tém sido mostrados previamente como sendo liberados por
plantas atacadas por insetos herbivoros (TURLINGS et al., 1995). Este resultado sugere
que cis-jasmona pode agir como um fitoferoménio, influenciando a liberacdo de
compostos volateis de plantas vizinhas intactas (BIRKETT et al, 2000;
CHAMBERLAIN et al., 2001).

Indugéo com cis-jasmona oferece, portanto, a oportunidade para ativar a defesa
das plantas sem influenciar indevidamente outros importantes processos fisiol6gicos da

planta.

2.2.3.2.4 Controle biolégico

Uma técnica amplamente aceita para controlar pragas de insetos é o uso de
inimigos naturais. As populagdes de todos 0s organismos Vivos estdo sujeitas, em certa
medida, a uma reduc¢do devido a acdo de inimigos naturais, processo conhecido como
controle natural. Assim, estima-se que 99% de todas as pragas potenciais podem ser
controlados por seus predadores, parasitas, antagonistas e doengas, o que € conhecido
como controle biolégico (HAJEK, 2004). Esta técnica tem ganhado espago onde os
agrotoxicos ndo funcionaram como o que era esperado, além disso, para evitar os efeitos
negativos proporcionados ao meio ambiente e a salide dos homens e animais.

As estratégias que dependem de inimigos naturais podem ser agrupadas em
quatro categorias: 1) Controle bioldgico cléssico, que é a introducéo intencional de um
agente de controle bioldgico exdtico para o estabelecimento permanente e controle de
pragas de longo prazo (EILENBERG et al., 2001). 2) Controle bioldgico inundativo que
é uma técnica orientada para o rapido controle de pragas durante um curto prazo, sem

esperar que o inimigo natural se reproduza. 3) Controle bioldgico inoculativo que esta
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centrado na liberacdo de inimigos naturais no controle da praga durante um periodo
prolongado, mas ndo permanente. 4) A Ultima técnica é a conservacao e valorizacéo que
naturalmente ocorre de inimigos. Esta técnica difere das anteriores, pois ndo héa
introducdo artificial, o objetivo aqui é conservar 0s inimigos naturais da praga através
da utilizagdo alternada de pesticidas e aumento da populagdo, fornecendo comida,
abrigo e presas alternativas (HAJEK, 2004).

A demanda dos consumidores por alimentos livres de pesticidas, os custos
semelhantes aos do controle quimico, facilidade de aplicagéo, ndo periodo de caréncia
entre a aplicacdo e a colheita e baixa resisténcia nas espécies-alvo, estimulam a
utilizagdo de métodos de controle biolégico (van LENTEREN, 2003a). Isso se reflete
no nimero de espécies comercialmente disponiveis para o controle bioldgico inundativo
e inoculativo para pragas em cultivos protegidos, que tem aumentado desde 0s anos
setenta e agora existem mais de 130 espécies disponiveis (HAJEK, 2004). Fungos
entomopatogénicos, crisopideos e vespas parasitas, tém sido utilizadas no controle
bioldgico de M. persicae com variados graus de sucesso (McEWEN et al., 2001; KIFT
et al., 2005).

2.2.3.2.5 Manejo Integrado de Pragas

A dependéncia de um unico método de controle ao longo dos Ultimos 50 anos
tem levado a dificuldades no manejo de pragas. Problemas variando da resisténcia da
praga alvo aos pesticidas até a degradagdo ambiental levou a mudancga de técnicas de
controle para uma abordagem mais consciente e equilibrada para 0 manejo de pragas
que refletem padrbes culturais, biolégicos e bioracionais (MAREDIA, 2003; KOUL &
CUPERUS, 2007) e como conseqiiéncia 0 manejo integrado de pragas comegou a
ganhar aceitacdo. O manejo integrado de pragas combina as estratégias de controle
citados anteriormente e priorizam Vvarios fatores, como uma boa compreensdo da
biologia e ecologia de pragas, a sua interacdo com 0 ecossistema, a importancia na
sociedade e na economia (NORRIS et al., 2003).
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2.3 Parasitoides

2.3.1 Biologia geral

Parasitdides sdo insetos entomdfagos amplamente disseminados na natureza.
Estima-se que 25% de todos os insetos pertengam a este grupo. Embora existam cerca
de 70.000 espécies descritas de parasitdides, acredita-se que possa haver entre 1,5 - 2
milhdes ainda sem serem descritas (von ELLRICHSHAUSEN, 2008). A maioria das
espécies pertence & ordem Hymenoptera e Diptera, mas as ordens Coleoptera,
Lepidoptera, Trichoptera, Neuroptera e Strepsiptera também tém representantes
(GODFRAY, 1994; QUICKE, 1997). A principal caracteristica partilhada pelos
parasitoides é a dependéncia de uma segunda espécie de inseto para completar seu ciclo
de vida. Na maioria dos casos, é a fémea adulta que localiza um hospedeiro adequado
para colocar os ovos a superficie, mas em alguns casos, as larvas sdo as que localizam
uma pista (mais comum em parasitoides dipteros, parasitdides neurdpteros e
parasitoides lepiddpteros) (QUICKE, 1997). Parasitoides podem se desenvolver em
mais de uma espécie, caso em que eles sdo conhecidos como generalistas, ou em uma
Unica espécie e sdo chamados especialistas. Uma vez que a larva do parasitdide emerge
do ovo, ela penetra no hospedeiro se ele ainda ndo estiver dentro dele, e comeca a se
alimentar. As larvas, em contraste com parasitas normais, mais cedo ou mais tarde
matam o hospedeiro. Existem muitas variantes para o modelo bésico descrito acima,
variando de endoparasitoides ou ectoparasitdide, (dependendo se as larvas estdo dentro
do hospedeiro ou fora, sugando-as com o seu aparelho bucal). Embora esta condigdo
ndo seja permanente, j& que ha alguns exemplos onde larvas de ectoparasitas tornam-se
endoparasitas e vice-versa. Alguns parasitdides podem inibir o desenvolvimento do
hospedeiro, caso em que sdo conhecidos como idiobiontes, enquanto outros sdo
conhecidos como coinobiontes, pois permitem que o hospedeiro continue a se
desenvolver, por vezes, até a pupagdo. Também, o nimero de ovos que se desenvolve
por hospedeiro varia de um (solitirio) a varios (gregario) e se houver mais de uma
fémea que oviposita em um hospedeiro, ele é chamado superparasitismo (DORN &
BECKAGE, 2007).
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2.3.2 Parasitoides Aphidiidae

Afidiideos (Braconidae: Aphidiidae) séo parasitdides himendpteros solitarios
endoparasitdides de pulgdes. A reprodugdo em parasitoides Aphidiidae € sexual, mas
como em todos os himendpteros, os ovos ndo fertilizados ddo origem a machos e ovos
fertilizados originam fémeas. Além disso, as fémeas acasaladas podem colocar ovos
fertilizados ou ndo fertilizados. As fémeas séo sinovigénicas, ndo levam todos os ovos
para a emergéncia, mas alguns ovos ficam maduros nos ovidutos com o tempo e
desenvolvem-se durante o resto da vida adulta das fémeas. Normalmente fémeas
colocam um ovo por hospedeiro, embora se outra fémea colocar um segundo ovo no
mesmo hospedeiro, apenas uma larva poderd completar o seu desenvolvimento. A
oviposicéo é rapida, variando de 2-9 s, dependendo da espécie. A larva passa por quatro
instares no hospedeiro e acredita-se que se alimenta, durante os primeiros trés instares,
em células especializadas chamadas teratocitos, que derivam da membrana embrionéria
sdo liberadas no hemocele dos hospedeiros e ajudam na nutricdo e regulagdo do
hospedeiro entre outras fungbes (GOPALAPILLAI et al., 2005). Somente durante o
altimo instar larval ndo parece haver um ataque contra os 6rgaos reprodutivos e de
outros tecidos do hospedeiro (HAGVAR & HOFSVANG, 1991). Pouco antes da
pupacdo, o pulgdo hospedeiro € morto e sobra somente sua cuticula. A larva, entdo
prende a cuticula na folha com uma secre¢do das glandulas de seda, por meio de um
corte de abertura na parte ventral e, em seguida é tecido um casulo (na maioria dos
géneros) dentro dele.

A cuticula do pulgdo com a pupa do parasitoide no seu interior € comumente
conhecida como "mudmia" e podem ser facilmente diferenciados em uma col6nia de
pulgdbes, porque eles mudam de cor e forma, caracteristicas que por vezes podem ser
usadas para diferenciar género e especie (POWELL, 1982). Depois de 4 a 9 dias, 0S
adultos emergem através de um orificio na parte posterior dorsal da mimia. Uma vez
que os adultos ndo se alimentam de pulgdes, o honeydew (substancia rica em agtcar que
corresponde ao excesso de seiva sugada pelo afideo) dos afideos é usado como fonte de
nutrientes (HOGERVORST et al., 2007).
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2.3.3 Parasitoide Aphidius colemani

Aphidius colemani Viereck (Hymenoptera: Aphidiidae) (= Brethes A. platensis,
A. transcaspicus Telenga) € um pequeno parasitdide generalista (aproximadamente 3
mm) (Figuras 6 e 7) exibindo uma ampla gama de hospedeiros dentro de membros da
familia Aphididae, entretanto sdo considerados generalistas ao nivel de espécie e
especialistas ao nivel de familia. Provavelmente é originario do norte da india e do
Paquistdo, mas agora a sua distribuicdo é generalizada, incluindo América do Norte,
América do Sul, Austrlia e varias partes da Europa, devido, em varios casos, a
introducdes artificiais para os programas de controle biolégico (HOFSVANG &
HAGVAR, 1975; STARY, 1975).

Figura 6 - Fémea e macho de A. colemani. A fémea, um pouco maior do que o
macho tem o abdome pontiagudo no final e 0 macho tem o abdome mais
arredondado. (Fonte: Von Ellrichshausen 2008)
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Figura 7 — A. colemani coletado em plantas de pimentdo em Rio Largo, Alagoas.
(2 mm). (Foto: Rose Paula, 2009).

A gama de hospedeiros de A. colemani varia em diferentes partes do mundo.
Embora as popula¢des do Mediterraneo estejam restritas a um par de hospedeiros, nas
populagdes de regides tropicais apresentam uma ampla gama de hospedeiros, incluindo
espécies de afideos que sdo encontrados em ambas as areas, mas sao apenas parasitadas
nos tropicos (STARY, 1975). TARDIEUX & RABASSE (1986) sugerem que essa
diferenca de preferéncias pode ser devido a populagbes de A. colemani sendo
constituidas por um complexo de espécies cripticas (espécies que apresentam
caracteristicas morfoldgicas idénticas ou semelhantes de modo a dificultar a sua
identificagdo).

A. colemani parasita estagios larvais do pulgdo e ap6s a picada e oviposi¢do, 0
parasitoide passa por quatro estadios larvais dentro do hospedeiro. Durante a sua Ultima
etapa larval o parasitéide mata o hospedeiro, deixando intacta apenas a cuticula, que €
fixada na folha. Dentro dessa "mumia" é tecido um casulo no qual os estagios de pré-
pupa e pupa ocorrem antes do adulto cortar um buraco circular no lado dorsal da
muamia, com posterior emergéncia deste (Figura 8). O tempo que decorre da oviposi¢ao
a emergéncia de adultos a 20 ° C é de 14 dias (ZAMANI et al., 2007) e depois que eles
emergem, se alimentam de honeydew e ficam prontos para acasalar (HOFSVANG &
HAGVAR, 1977).
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Figura 8 — MUmias de Aphis gossypii parasitadas por A. colemani obtidas em
plantas de pimentdo em Maceid, Alagoas. (Foto: Cenira Carvalho, 2009)

2.3.3.1 A. colemani como agente de controle bioldgico

A. colemani est4 disponivel comercialmente desde 1992 para o controle
bioldgico de Aphis gossypii Glover e Myzus persicae, principalmente para utilizagdo em
estufas. E vendido como pupas e as taxas de liberagdo recomendadas variam entre 0,15
e 1,5 parasitdides/m? (van LENTEREN, 2003b). Um estudo recente (VASQUEZ et al.,
2006) mostrou que a liberacdo inoculativa (taxas de liberacdo de 5 adultos/m?) de A.
colemani reduziu o impacto do A. gossypii em Chrysanthemum spp. para 0S mesmos
niveis de agrotdxicos. Os autores concluiram que embora ainda seja 4,7 vezes mais caro
do que o0 uso padrdo de pesticidas, 0 uso de A.colemani é mais seguro para 0 meio
ambiente e aos trabalhadores agricolas, e € muito improvavel que este método possa vir

a causar resisténcia nos pulgdes.
2.3.4 Comportamento de busca pelo hospedeiro
2.3.4.1 Modelos conceituais

A interacdo entre parasitdides e seus hospedeiros esta sob forte pressdo seletiva

para os hospedeiros (com a finalidade de evitar parasitdides) e aos parasitéides (visando
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encontrar hospedeiros). Hospedeiros, normalmente herbivoros, encontram formas de se
esconder dos parasitoides e, os parasitoides usam sinais relacionados com o hospedeiro
que lhes conferem informagdes sobre a sua presenga, quantidade e qualidade (VINSON,
1976).

VET & DICKE (1992) propuseram o modelo de “especializagdo dietaria” que se
baseia na utilizacdo de infoquimicos por inimigos naturais. Este modelo prevé que a
resposta dos parasitoides e predadores serd afetada pela especializacdo na dieta do
inimigo natural e de suas espécies de hospedeiros. Assim, 0s inimigos naturais podem
ser considerados como especialistas ou generalistas ao nivel do seu hospedeiro (inseto)
e 0s hospedeiros podem ser considerados especialistas ou generalistas ao nivel da
planta. Seguindo esta l6gica, quatro categorias podem ser distinguidas: categoria A,
onde os predadores e 0s hospedeiros tém habitos especializados, pelo qual somente
resposta inata para infoquimicos esta prevista na localizacdo do hospedeiro pelo
predador. Categoria B e C sdo de inimigos naturais, com habitos generalistas e
especialistas, respectivamente, e 0s hospedeiros com habitos alimentares especialista e
generalista, respectivamente. O modelo prevé que o comportamento do inimigo natural
em busca do hospedeiro ird depender de uma combinacdo de respostas inatas para
infoquimicos comum na planta e hospedeiro. A Gltima categoria, D, dispde de inimigos
naturais generalistas e hospedeiros generalistas, e uma série de inimigos naturais com
comportamento de busca aleatéria por hospedeiros e o uso de infoquimicos ndo é
esperado. Mas, recentemente, uma alteragéo a este conceito foi proposto por STEIDLE
& van LOON (2003) quando analisaram a utilizag&o de pistas (especificas, generalistas,
inata e aprendida) por predadores pertencentes as categorias acima mencionadas. Seus
resultados s6 se aplicam aos grupos A, C e D, uma vez que B ndo foi incluido na
revisdo porque quase ndo ha estudos dedicados a este grupo especifico de insetos.
Contrariamente ao modelo “especializacdo dietéria”, os autores sugerem que todas as
categorias que usam infoquimicos independentemente de especializacdo alimentar, os
especialistas usam sinais especificos com mais freqliéncia e generalistas utilizam mais
frequentemente os sinais gerais. J4 o uso inato de infoquimicos ocorre em todos os
predadores, independentemente de suas especializagbes e por ultimo, a aprendizagem

ocorre com freqiiéncia em predadores generalistas e raramente em especialistas.
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2.3.4.2 Tipos de pistas de busca ao hospedeiro

2.3.4.2.1 Fontes

Parasitdides evoluiram em um contexto multitréfico e, conseqlientemente, sua
fisiologia e comportamento sdo influenciados por elementos em todos os niveis da
interacdo. Portanto, faz sentido a visdo de que a descoberta do hospedeiro da-se com
énfase em sinais que sdo emitidos pelo segundo nivel tréfico (hospedeiro do
parasitoide), o primeiro nivel tréfico (plantas sobre as quais os hospedeiros dos
parasitoides estdo alimentando-se) e os sinais provenientes de seus co-especificos (VET
& DICKE, 1992).

2.3.4.2.2 Infoquimicos

De toda a gama de estimulos multisensoriais que um parasitoide pode usar (ou
seja, visual, auditivo, etc.), o grupo mais explorado sdo os de sinais quimicos,
especialmente em distancias mais longas do hospedeiro. Por causa da variedade de
termos utilizados ao longo do tempo para definir as substancias quimicas mediando
interagdes entre organismos, elas se tornaram confusas e heterogéneas. DICKE &
SABELIS (1988) propuseram uma classificacdo alternativa com base nos custos e
beneficios da interagdo de ambos os interlocutores que também incluia os outros
organismos que ndo estdo envolvidos na interacdo que poderiam ser os produtores /
emissores dos sinais quimicos. Eles introduziram o termo "infoquimicos" para descrever
qualquer sinal quimico que poderia dar a informacdo em uma interacdo entre dois
individuos, que evoca no receptor uma resposta comportamental ou fisiolégica que é
adaptavel a qualquer um dos interlocutores ou a ambos. Os infoquimicos podem ser
divididos em feroménios, que sdo infoquimicos que atuam entre individuos da mesma
espécie, e aleloquimico, que sdo infoquimicos que atuam entre individuos de espécies
diferentes. Existem trés tipos de aleloquimicos: cairoménios, que evocam uma reacdo
adaptativa favoravel ao receptor, mas ndo para o organismo emissor. Aloménio que
desencadeia uma reacdo adaptativa favoravel ao emissor e, por ultimo, sinoménio que

confere vantagens adaptativas aos dois organismos (emissor e receptor). Parasitoides,
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em sua busca por hospedeiros, normalmente dependem de sinais quimicos que podem
ser provenientes da planta (sinoménio) em que o hospedeiro esta se alimentando, do
préprio hospedeiro (cairomdnio) ou de produtos quimicos liberados como resultado das
interacdes entre 0 hospedeiro e a planta na qual ele se encontra ou de outros organismos

associados com o hospedeiro.

2.3.4.2.2.1 Infoquimicos da planta

As plantas normalmente produzem certa quantidade de compostos volateis, mas
quando atacadas por herbivoros, hd mudancas na quantidade liberada e na sua
composicdo (PARE & TUMLINSON, 1999). Alguns destes compostos volateis s&o
usados como fontes de informagdes por herbivoros & procura de plantas e também séo
exploradas como cairoménios por predadores e parasitoides em busca de hospedeiros.
Estudos tém mostrado que os parasitoides A. colemani, Aphidius ervi, Aphidius funebris
e Aphidius rophalosiphi respondem aos compostos volateis de plantas ndo-danificadas
da mesma espécie na qual o seu hospedeiro foi criado. Entretanto quando os
parasitoides sdo submetidos aos compostos volateis de plantas das mesmas espécies
danificadas por afideos eles respondem mais intensamente e, em alguns casos, a
discriminacéo é tal que detectam mudancas na mistura volatil de acordo com as espécies
de afideos que estdo atacando as plantas (POWELL et al., 1998; STORECK, 2000;
KALULE & WRIGHT, 2004; LO PINTO et al., 2004). Outro exemplo, o parasitdide A.
rhopalosiphi, pode discriminar entre diferentes variedades cultivadas de trigo
(WICKREMESINGHE & van EMDEN, 1992).

2.3.4.2.2.2 Infoquimicos do hospedeiro

Cairomdnios produzidos pelo segundo nivel tréfico podem ser tdo diversos
quanto os feromdnios sexuais, de alarme e de agregacdo, honeydew, fezes e quimicos
associados com as cuticulas do hospedeiro. Todos estes infoquimicos podem agir na
forma de compostos volateis quando os parasitdides ainda estdo longe da fonte ou pelo
contato quimico quando estdo proximos da fonte.

Em parasitoides afidiideo, estudos tém demonstrado que estimulos quimicos do
hospedeiro podem influenciar o seu comportamento. Em A. ervi criados sobre o pulgéo

Acyrthosiphon sativum, secrecBes do corniculo do hospedeiro e um cairomdnio sobre a
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cuticula do hospedeiro eliciam sobre o comportamento da fémea do parasitdide a
realizacdo de picadas (BATTAGLIA et al., 2000), além do honeydew (DU et al., 1997)
e feroménio do pulgdo (POWELL et al, 1998). Além disso, acredita-se que
cairomonios de contato associados com a cuticula do hospedeiro mediam o
reconhecimento do hospedeiro em A. rhopalosiphi criados no afideo Sitobion avenae
(MURATORI et al., 2006).

Além disso, os microrganismos, como fungos associados com o hospedeiro e/ou
a planta podem fornecer informacdes quimicas (MARTINEZ et al., 2006; STEINER et
al., 2007). Também os feromonios de co-especificos podem evitar parasitdides para que
0s hospedeiros ndo figuem com superparasitismo, ou feroménios de outras espécies de
parasitoides e predadores que podem afetar seu comportamento de busca por
hospedeiros (GODFRAY, 1994).

2.3.4.2.3 Outros fatores afetando o comportamento do parasitoide

Outras pistas também utilizadas por parasitdides, mais comumente, somente
quando estdo proximos do hospedeiro, podem incluir as vibracdes causadas pelas larvas
do hospedeiro (FISCHER et al, 2003) e estimulos visuais (MICHAUD &
MACKAUER, 1994; KRODER et al, 2007). BATTAGLIA et al. (2000) verificaram
que a cor amarela encapsulada em micro-capilares provocou ataques de oviposi¢édo do
parasitoide A. ervi no pulgdo Acyrthosiphon sativum. Também as condigBes ambientais,
tais como pressdo atmosférica, velocidade do vento e a temperatura podem afetar o
comportamento de parasitdides (MARCHAND & McNEIL, 2000; KRODER et al.,
2007).

Diante de uma variedade de estimulos, parasitides confiam em pistas que
fornecam informacdes sobre a presenca do hospedeiro, espécie, densidade e qualidade,
mas eles também necessitam de sinais que sejam facilmente detectaveis. Isto
frequentemente ndo € o caso, especialmente a longas distancias ja que os hospedeiros
normalmente produzem pequenas quantidades de infoquimicos por causa de sua
pequena biomassa, e também por causa de pressdes seletivas que suprimem a produgao
de substancias quimicas que possam revelar a sua localizagdo. Os produtos quimicos

associados com o primeiro nivel trofico, a planta, sdo liberados em grandes quantidades,
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mas muitas vezes ndo sdo tdo confiaveis em conferir informacGes sobre a
quantidade/qualidade do hospedeiro como os derivados do hospedeiro, mas sdo por
outro lado, facilmente detectveis porque eles sdo produzidos e liberados em
quantidades muito maiores. Isso € conhecido como um problema de confiabilidade
"detectavel" (VET & DICKE, 1992) e os autores propdem trés maneiras pelas quais um
parasitoide pode superar este problema. Em primeiro lugar o parasitdide pode fazer um
desvio através da deteccdo de sinais mais evidentes de fases do hospedeiro diferente do
que um sob ataque. Uma segunda opc¢do é focar a sua procura sobre as substancias
quimicas criadas pela interacdo do hospedeiro e alimento e, por ultimo, através da
experiéncia, os parasitdides podem aprender a ligagéo entre estimulos que séo faceis de

detectar, com confianga, com aqueles mais dificeis.

2.3.5 Papel dos Compostos Volateis das Plantas nas Interagdes Tritréficas

As interacOes tritroficas envolvendo planta — herbivoro — inimigo natural s&o
amplamente distribuidas no reino vegetal. Este fendmeno tem sido relatado em mais de
23 espécies de plantas em combinacdo com uma gama diversificada de espécies
herbivoras e inimigos naturais (DICKE, 1999). Um dos exemplos mais bem estudados
para este tipo de interacdo tritrofica inclui interacBes entre plantas de feijdo fava
(Phaseolus lunatus), &caros herbivoros (Tetranychus urticae) e &caros carnivoros
(Phytoseiulues persimilis). Outros sistemas sdo também muito bem caracterizados, para
este tipo de interacOes tritroficas, incluindo as plantas anuais, bem como as arvores.
Infestacdo de folhas de feijdo fava por &caros desencadeia a liberacdo de compostos
volateis que atraem o0s &caros predadores que atacam os &caros herbivoros
(TAKABAYASHI & DICKE, 1996). Semelhante a atividade alimentar do inseto, a sua
deposicao de ovos pode induzir a emissdo de compostos volateis de plantas que atraem
parasitoides de ovos (HILKER & MEINERS, 2002). Isso ocorre logo ap6s a deposicdo
de ovos pelo herbivoro, permitindo que a planta se defenda contra as pragas antes que
qualquer dano aconteca, ou seja, antes que as larvas eclodam (HILKER et al., 2002).
Além disso, volateis induzidos por herbivoros e danos mecénicos liberados pelas

plantas infestadas atraem predadores ou parasitoides de herbivoros nas interaces
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planta-lagarta-parasitdide (DICKE & van LOON, 2000) e planta-lagarta-predador
(KESSLER & BALDWIN, 2001).

A alta diversidade quimica dentro da mistura de compostos volateis induzida por
herbivoria dificulta a identificacdo dos compostos realmente responsaveis pela
sinalizacdo de inimigos dos herbivoros. Em tentativas anteriores de dissecar os sinais
volateis emitidos por folhas danificadas por herbivoros em feijdo fava (DICKE et al.,
1990) e milho (TURLINGS et al., 1991a e 1991b) ndo conseguiram identificar o
composto especifico responsavel pela atracdo do inimigo, sugerindo que o sinal ativo é
constituido por uma mistura de compostos. No entanto, ficou demonstrado que a
aplicacdo individual de compostos volateis de plantas, tais como o salicilato de metila e
4, 8,12-trimetil-1, 3 (E), 7 (E), 11-tridecatetraeno [(E, E)-TMTT], em experimentos
comportamentais podem atrair acaros predadores (DE BOER et al., 2004). Os
progressos recentes no isolamento de genes que codificam enzimas responsaveis pela
formacdo de compostos volateis de plantas permitiram a utilizagdo da engenharia
genética como uma ferramenta inovadora para investigar o papel de cada um dos
compostos na sinalizacdo mediando interacdes tritroficas. A atracdo do acaro predador
P. persimillis para o &lcool sesquiterpeno (3S) - (E)-nerolidol foi recentemente
demonstrado em plantas transgénicas de Arabidopsis (KAPPERS et al., 2005). Estes
resultados sugerem que (3S) - (E)-nerolidol € um componente do sinal volatil que atrai
0s acaros predadores para plantas infestadas por &caro. A superexpressiao em
Arabidopsis thaliana usando outro gene da sintese de terpeno, o gene TPS10 do milho,
que forma (E)-B-farneseno, (E)-o-bergamoteno, e outros sesquiterpenos liberados a
partir de milho danificado por larvas de lepidopteros, aumentaram a atratividade destas
plantas transgénicas para as vespas parasitoides Cotesia marginiventris (SCHNEE et al.,
2006). Os bioensaios de comportamento, conduzidos com olfatbmetro, com vespas
indicaram que a mistura de sesquiterpenos pode ser um verdadeiro sinal de atragdo para
estes parasitoides em milho danificado por herbivoro. Estes exemplos mostram que,
uma vez que o0s genes envolvidos na biossintese para a formacdo de volateis sejam
conhecidos, as plantas transgénicas tém um grande potencial para fornecer volateis para
bioensaios, que permitirdo a identificacdo do potencial funcional dos sinais,

individualmente ou em combinagdes, envolvidos nas interacdes entre 0s organismos.
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3. OBJETIVOS

Investigar a acdo dos compostos organicos volateis na interacéo tritrofica entre o
pimentdo Capsicum spp., 0 pulgdo A. gossypii e seu parasitdide A. colemani;

Estudar a acéo da cis-jasmona na interacdo tritréfica entre o pimentdo, o pulgdo
A. gossypii e o parasitdide A. colemani e seu papel na ativagdo do mecanismo de defesa

do vegetal.

Para isso, 0s seguintes objetivos especificos foram estabelecidos:

Avaliar a susceptibilidade de cultivares de pimentdo, de diferentes fontes de
material genético, ao afideo A. gossypii.

Selecionar os cultivares mais resistentes e 0s mais susceptiveis ao A. gossypii;

Determinar os compostos volateis emitidos das plantas sob a¢éo do A. gossypii;

Estudar a acdo dos compostos volateis sobre o comportamento de A. gossypii e
do seu parasitoide A. colemani;

Estudar a acdo da cis-jasmona sobre o cultivar de pimentdo suscetivel ao ataque
do A. gossypii;

Determinar os compostos volateis emitidos das plantas ap6s tratamento com cis-
jamona;

Estudar a acdo dos compostos volateis emitidos pelas plantas apds tratamento
com cis-jasmona sobre o comportamento do pulgdo A. gossypii e seu parasitoide A.
colemani;

Determinar a existéncia de variabilidade genética entre gen6tipos de pimentéo

em relacdo aos compostos organicos volateis.
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4- MATERIAL E METODOS GERAL

4.1 - Plantas

As sementes das cultivares de pimentdo, Capsicum spp. utilizadas nos ensaios
foram obtidas das empresas Feltrin e Isla, ambas do Rio Grande do Sul: Pimenta
Malagueta, Pimenta Dedo de Moca, Pimenta Malaguetinha, Pimentdo Yolo Wonder,
Pimentdo Comprido Amarelo, Pimentdo Vermelho, Pimentdo AIll Big, Piment&o
Italiano Amarelo, Pimentdo Cambuci, Pimenta Luna, Pimenta Bico, Pimentdo Casca
dura lkeda, Pimentdo Itapud 501 e Pimentdo Amarelo Satrapo. As plantas foram
cultivadas em casa-de-vegetacdo com temperatura de 27 = 2 ° C, Umidade Relativa de
75 + 5% e 12 horas de fotoperiodo (Figura 9).

Figura 9 - Casa de vegetacdo da Embrapa Tabuleiros Costeiros/Unidade de Execucédo de
Pesquisa de Rio Largo, Alagoas. (Foto: Jodo Gomes da Costa, 2008).

4.2 — Obtencao e criacao do pulgado e parasitoide

Os pulgdes A. gossypii foram criados em plantas de pimentdo cultivar Yolo
Wonder em casa de vegetacdo (Figura 9) com temperatura e luminosidade naturais e
ficaram protegidas em gaiolas (1,0 x 1,0 x 0,5m). Os parasitdides A. colemani foram
criados utilizando-se os afideos em plantas de pimentdo Yolo Wonder como

alimentacédo, também em gaiolas como a descrita anteriormente.
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4.3 — Avaliacéo de cultivares

Foram realizados dois ensaios com diferentes genotipos de Capsicum. No
primeiro foi utilizado onze cultivares e no segundo foram utilizados sete cultivares
provenientes das Empresas de sementes Feltrin e Isla. Os experimentos foram
conduzidos em casa de vegetacdo da Embrapa Tabuleiros Costeiros/UEP Rio Largo, em
Rio Largo, Alagoas (Latitude 9° 29’ 45’ S, Longitude 35° 49’ 54’ O e 165 m de
altitude) durante os meses de janeiro a abril e outubro a dezembro de 2008.

As sementes de cada genotipo foram semeadas em copos plasticos com 500 mL
de capacidade, preenchidos com substrato comercial (Figura 10). Colocaram-se duas
sementes por copo e, posteriormente foi feito desbaste deixando-se uma planta por
copo. A irrigacdo foi realizada diariamente, sem molhar as folhas. O delineamento
experimental utilizado foi blocos completos casualizados com 11 e 7 tratamentos,
respectivamente para o primeiro e segundo ensaio, e quatro repeti¢des, sendo a parcela

experimental representada por uma planta por copo.

Figura 10 — Plantas das cultivares isoladas em gaiola com tela anti-afidica. (Foto: Jodo
Gomes da Costa, 2008).

Sessenta dias ap0ds o plantio as plantas foram infestadas com dez fémeas adultas,
do A. gossypii por planta e individualizadas em gaiolas, numa proporcdo de 11 plantas

por gaiola, com as dimensdes: 1,0 x 1,0 x 0,5m. A partir do momento da infestagéo,
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decorridos cinco dias, foram retiradas as fémeas adultas que infestavam as plantas,
anotando-se o nimero remanescente de insetos em cada gen6tipo. Depois de decorridos
cinco dias da retirada das fémeas do pulgédo das plantas, fez-se uma segunda avaliacéo
contando-se as ninfas, sem separa-las por instar. Os insetos utilizados para a infestacéo

foram retirados de criagdes mantidas separadas do experimento.

44 - Coleta de compostos volateis e Cromatografia gasosa acoplada a

espectrometria de massas

Os compostos volateis foram coletados das plantas infestadas e ndo-infestadas
por A. gossypii usando adsorvente Porapak Q (80/100 mesh, 0,05 g; Supelco). As
plantas foram colocadas dentro de sacos de poliéster utilizado em microondas e freezer
como descrito por STEWART_JONES & POPPY (2006), isolando o vaso com papel
aluminio (Figuras 11 e 12). Ar foi injetado no saco plastico passando antes por um
filtro de carvao ativado a um fluxo de 400 mL/min. por planta. Tubos com o Porapak Q
foram utilizados no topo do saco e o ar coletado a uma vazéo de 400 mL/min. para cada
planta. As plantas ficaram sendo aeradas por 24 horas. Ao término das aeracdes a
dessorcédo foi realizada passando 500 pL de éter dietilico nos tubos contendo o Porapak
Q e armazenado a -20°C até injecdo em um sistema de cromatografia gasosa acoplada a
um espectrometro de massa (GC/MS) QP5050A , usando DB-5 column (30m x 0 25
mm id x 0.25 pm); J&W Scientific e hélio como gés carreador. Os parametros usados
para as andlises iniciaram com velocidade de temperatura variando de 30°C to 250 °C
com uma taxa de 8 °C/min. As temperaturas do injetor e detector foram 250 °C e 280
°C respectivamente. Os compostos foram identificados por comparacdo automatica
usando o banco de dados Wiley MS (Wiley Class 5000, sexta edigdo) usando o
GCMSolution software. Somente os compostos com espectros de massa superior a 85%

de similaridade com os espectros de referéncia foram considerados.
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Figura 11 — Coleta de volateis das plantas de pimentdo. (Foto: Jodo Gomes da
Costa, 2008)

Figura 12 — Detalhe da coleta de volateis em planta de pimentdo. (Foto: Jodo
Gomes da Costa, 2008)
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4.5 — Bioensaios com olfatbmetro

Ensaios comportamentais com afideos e parasitoides foram conduzidos usando
0s extratos contendo os constituintes volateis extraidos do cultivar de pimentdo All Big
(considerada suscetivel ao Aphis gossypii) e Cambuci (considerada resistente ao A.
gossypii). Testes comportamentais foram realizados utilizando olfatdbmetro de quatro
bragos (PETTERSSON, 1970) (Figuras 13, 14 e 15) iluminado com uma lampada
difusa uniforme e com temperatura de 25 £ 2 °C. A parte inferior do aparelho foi
forrada com papel filtro (Whatman N° 1), e o ar foi sugado a uma razdo de 350 mL/min.
dos quatro bragos em direcdo ao centro do aparelho. Os insetos foram introduzidos na
camara pelo orificio central, e 0 tempo gasto e 0 nimero de entradas em cada braco
foram registrados usando o software OLFA durante um periodo de 16 min. O aparelho
foi girado a cada 4 minutos para eliminar o viés direcional. Aliquotas (10 pL) das
amostras foram aplicadas a uma tira de papel filtro, e o solvente era deixado evaporar-se
durante 30 s. O papel filtro era entdo colocado no final do brago do lado tratado. Os trés
bracos controle foram igualmente tratados com 10 pL de éter dietilico em papel de
filtro. Cada experimento foi repetido 20 vezes e os resultados analisados por estatistica
ndo-paramétrica (teste de Wilcoxon). A média de tempo gasto nos bracos do tratamento

foi comparada com a média de tempo gasto nos bracos dos controles.
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Figura 13 — Esquema ilustrando o olfatdmetro de quatro bragos

y = ¢ )
Figura 15— Detalhe do bioensaio com olfatdmetro de 4 bragos. (Foto: Jodo Gomes da
Costa, 2009)
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4.6 — Aplicacéo de cis-jasmona

Cada planta foi alocada aleatoriamente em um dos seguintes tratamentos: tratada
e ndo-tratada com cis-jasmona. Plantas tratadas com cis-jasmona foram pulverizadas
com um pulverizador manual em uma dosagem de 50 g ha™ em uma emulsdo com
Tween 20 ou 125 pL de cis-jasmona em 0,5 L de &gua e 0,5 uL de Tween 20. As

plantas ndo tratadas foram pulverizadas com &gua destilada.

4.7 — Analises estatisticas

4.7.1 — Avaliacdo das cultivares em relacédo a infestacdo do A.gossypii

Os dados de nimero de pulgdes por planta foram transformados pela formula
vJx+1, submetidos & anélise de variancia e aplicou-se o teste de Scott-Knott para

comparagdes de médias.
4.7.2 — Bioensaios de olfatometria

Para comparar os resultados entre os tratamentos impostos e o controle foi

utilizada andlise ndo-paramétrica atraves do teste de Wilcoxon.

4.7.3 - Efeito da aplicagdo de cis-jasmona em plantas de pimentdo sobre a

incidéncia de pulgbes em casa de vegetagéo.

O experimento foi instalado em delineamento de blocos ao acaso no sentido da
linha utilizando-se 15 plantas dispostas em trés fileiras (5 plantas em cada fileira)
adaptando recomendactes de LORENTZ et al. (2005) e LORENTZ & LUCIO (2009).
Foram testados dois tratamentos (plantas controle e plantas tratadas com cis-jasmona)
em 15 blocos ou repetigdes. As parcelas obedeceram a uma distancia de 3 m uma das
outras. Foram utilizadas as plantas da fileira central como parcela Gtil. A cis-jasmona foi

aplicada em plantas com 60 dias apds o transplantio na dosagem de 50 g/ha. A avaliagdo
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da incidéncia de pulgbes foi realizada sete dias apds a aplicacdo da cis-jasmona,

coletando-se trés folhas de cada planta para contagem em laboratério.
Os dados foram transformados com a equagdo +/x +1 e submetidos a anélise de

variancia, utilizando-se o programa de computador SAEG.
4.7.4 - Anélise geral dos compostos volateis

Foi realizada uma caracterizagdo das cultivares em relagdo ao nimero de
compostos organicos volateis produzidos antes da infestagdo e apds a infestagdo. Nessa
caracterizagdo procurou-se quantificar os compostos presentes em cada cultivar da
seguinte forma: a) presentes somente antes da infestacdo, b) presentes somente apds a
infestacdo, c) presentes antes e apés a infestagdo. Alem disso, verificou-se em cada
cultivar e para cada composto se 0 mesmo foi modificado pela acdo da herbivoria
(aumentou ou diminuiu a &rea relativa). Para esses dados aplicou-se o teste Q de

Cochran para detectar a existéncia de significancia.
4.7.5 - Andlise individual dos compostos volateis

A comparacdo das emissdes de compostos volateis individuais foi realizada para
as cultivares com e sem infestagdo. Uma andlise de variancia foi realizada considerando
os valores registrados para cada composto quimico encontrado em cada repeticdo
(representada como a proporg¢do de um determinado produto quimico para o respectivo
montante total emitido por aquela repeticdo). Quando foram detectadas diferencas

significativas aplicou-se o teste de comparacdo multipla de Scott and Knott.
4.7.6 - Anélise multivariada

Técnicas estatisticas multivariadas foram utilizadas com a finalidade de
determinar a existéncia de variabilidade genética entre as cultivares de pimentdo em
relacdo aos compostos organicos emitidos antes e apos a infestagéo por A. gossypii. Para

isso aplicaram-se técnicas multivariadas como anélise de componentes principais com
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os cultivares sendo agrupados pelo método de Tocher (CRUZ & REGAZZI, 2001). As

analises foram realizadas com o auxilio do software Genes (CRUZ, 2006).
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ABSTRACT The aim of this study was to demonstrate that Capsicum spp. cultivars are
differentially preferred by the cotton aphid, Aphis gossypii, and to investigate the role of
volatile semiochemicals in conferring differences in host preferences. Two preference
assays were conducted in 2008 under greenhouse conditions. Fourteen different
commercially available cultivars were grown in cages protected by an anti-aphid net,
and were infested 60 days after planting, through the release of ten adult female A.
gossypii per plant. The results showed that after a five-day infestation period,
statistically significant differences in the mean number of A. gossypii between cultivars
were observed, with Sweet Pepper Hybrid Green Belt (SPHGB) being one of the
cultivars with the lowest number of A. gossypii per plant. To test the hypothesis that the
preference of cultivars was associated with release of volatile, Capsicum spp-derived
semiochemicals, olfactometer behavior bioassays were conducted with A. gossypii,
using volatile organic compounds (VOCs) collected from non-preferred SPHGB and
preferred SPAB cultivars. A. gossypii was significantly repelled only by the VOCs of
infested SPHGB. Furthermore, coupled gas chromatography — mass spectrometry (GC-
MS) analysis of VOCs released by plants prior to, and after, A. gossypii infestation,
revealed that the non-preferred SPHGB cultivar released nine additional compounds
after infestation, including 6-methyl-5-hepten-2-one, a known plant defence
semiochemical involved in plant — aphid interactions. These data suggest that non-
preferred cultivars releasing this semiochemical have the potential to be used in

breeding programs aimed at producing A. gossypii-resistant Capsicum spp. cultivars.

Keywords: Capsicum spp., Aphis gossypii, plant breeding, semiochemicals, resistance
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INTRODUCTION

Bell pepper, Capsicum annuum (Solanaceae), stands out as one of the leading
vegetables grown around the world (Weintraub 2007; Blat et al. 2007), and is one of the
ten most important vegetable crops grown in Brazil (Santana et al. 2004). A major
barrier to the production of Capsicum spp. is the viral disease caused by Potato Virus Y
(PVY), a species of the genus Potyvirus, belonging to the family Potyviridae,
transmitted by aphids (Nagai 1983). Typical symptoms of PVY in Capsicum spp. are
widespread mosaic in the leaves, necrosis, deformation and reduced fruit and plant size
(Pasko et al. 1996).

The cotton aphid, Aphis gossypii Glover, and the peach-potato aphid, Myzus
persicae (Sulz.) (Homoptera: Aphididae) are major aphid species that attack Capsicum
spp. crops (Weintraub 2007). A. gossypii is found on all continents, and is particularly
abundant in the tropics. In Brazil, it is found on around 57 different species, and over 20
families are attacked by this species (Silva et al. 1968). This insect sucks sap from
meristematic areas, causing deformations in the shoots, besides being responsible for
virus transmission to some of these species (Blackman and Eastop 1984). Large
populations of A. gossypii can cause chlorosis, necrosis, wilting, stunting, flower
abortion and fruit and leaf distortion and defoliation. Moreover, their excreta can be
accompanied by the growth of sooty mold, contaminating fruits and a reduction of
photosynthetic capacity. Aphids are even more important as vectors of viruses such as
Cucumber Mosaic Virus (CMV), Tobacco Etch Virus (TEV), Pepper Mottle Virus
(PepMoV), Pepper Veinal Mottle Virus (PVMV), Chilli Veinal Mottle Virus (Chi
VMYV), Pepper Yellow Mosaic Virus (PepYMV) and Potato Virus Y (PVY). Chemical
control of aphids is often inadequate due to resistance to insecticides and negative
impacts on populations of natural enemies.

Plants have evolved a variety of mechanisms to withstand the damage and
stresses caused by pathogens and herbivorous animals, as well as by many abiotic
factors (Birkett et al. 2000). One such mechanism involves the emission of volatile
organic compounds (VOCs), either constitutively or as a result of biotic infestation or
physical damage, which can affect pathogen development and the behavior of insect
herbivores searching for a food source. VOCs produced by plant defensive mechanisms

during herbivory act directly to repel insect attack (Bruce and Pickett 2007). These
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volatiles emitted can directly affect physiology and behavior of herbivores, due to their
toxic properties, repellents or deterrents (De Moraes et al. 2001; Kessler and Baldwin,
2001; Vancanneyt et al., 2001; Aharoni et al., 2003). They can also have indirect effects
by attracting predators and parasitoids of the pest insect (Pare and Tumlinson, 1999;
Drukker et al., 2000; Kessler and Baldwin, 2001; Bruce and Pickett 2007). When
attacked by herbivorous insects, released VOCs act as semiochemicals (chemical
signals) which cause neighboring intact plants to become ‘repellent’ to incoming
herbivores and “attractive’ to predators and parasitoids (Bruce and Pickett 2007).

Resistant, or non-preferred, varieties of Capsicum spp. may offer a potential way
of control that would be complemented by the predation by natural enemies, while
reducing requirement for insecticide applications. There is no genetic resistance to M.
persicae described in commercial pepper varieties, but resistance to this aphid has been
reported in C. pubescens (Frantz et al. 2004). Unfortunately, there are sexual barriers
between these species and peppers grown commercially (Frantz et al. 2004). Capsicum
spp. have been tested for resistance to A. gossypii, revealing several sources of
resistance / tolerance. Resistant accessions were detected from the species C. baccatum,
which can be crossed with C. annuum with some difficulty, whilst other resistant
accession genotypes have been detected from C. annuum (Frantz et al. 2004).

Studies have identified aphid-resistant cultivars in bean, Vicia faba (Ebadah et
al. 2006), in barley, Hordeum vulgare, towards Rhopalosiphum padi L., (Kellner et al.
2010), in wheat, Triticum aestivum, towards R. padi (Akhtar et al. 2008), in cabbage,
Brassica oleracea var. capitata, towards Brevicoryne brassicae L. (Broekgaarden et al.
2008) and in cotton, Gossypium hirsutum L., towards A. gossypii (Furtado et al. 2009).
Some Capsicum accessions have shown resistance to A. gossypii, but these do not show
resistance or tolerance to the attack of M. persicae (Weintraub 2007). Frantz et al.
(2004) concluded that there are species-specific resistance factors in Capsicum, as has
been observed in tomato accessions. As previous reports suggest that resistance in
plants can be associated with the release of volatile semiochemicals (Bruce and Pickett,
2007), the aim of this study was to provide evidence for semiochemical-based resistance
in commercial Capsicum spp. cultivars towards A. gossypii, and to isolate and identify

VVOCs which may be wholly or partially responsible for this resistance.
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METHODS
Plants

Capsicum spp. cultivars were obtained as seed from the Feltrin and Isla seed
companies (Rio Grande do Sul, Brazil; see Table 1 for details). All plants were grown in
a greenhouse with a temperature of 27 + 2 ° C, relative humidity of 75 £ 5% and 12:12
light:dark regime.
Insects

Cotton aphids, A. gossypii, were collected from the field at Embrapa

Tabuleiros Costeiros,/UEP in Rio Largo, Alagoas, Brazil, between January and
February 2008, and reared on sweet pepper cultivar Yolo Wonder at 27 + 2 ° C, relative
humidity of 75 £ 5% and 12 hours light photoperiod and were protected in cages (1.0 x
1.0 x 0.5 m). Between nine and twelve plants were placed inside wooden-framed cages.
Every three weeks, plants infested with aphids were removed from the cages and
replaced with clean plants to maintain the culture. To transfer the aphids, some of the

infested leaves were detached and placed on the new plants.

Aphid preference test

Two experiments were conducted with different Capsicum cultivars. In the first
experiment, eleven cultivars were used (Table 1), whilst in the second experiment,
seven cultivars were used (Table 2). Experiments were conducted in a greenhouse at
Embrapa Tabuleiros Costeiros,/UEP in Rio Largo, Alagoas, Brazil, (lat 9° 29’ 45" S,
long 35° 49° 54°” W and 165 m asl) during the months from January to April, and from
October to December 2008. The seeds of each cultivar were sown in plastic pots with
500 mL capacity, filled with commercial substrate (a mixture of plant fibers and
vermiculite). Irrigation was performed daily without wetting the leaves. The
experimental design was randomized in complete blocks with 11 and 7 treatments for
the first and second experiments respectively and 4 blocks or replicates. Each block or
replicate was contained within a cage, and comprised of one plant of each cultivar.

After 60 days from planting, plants were infested with ten apterous adult
females of A. gossypii per plant, and these were protected in cages (1.0 x 1.0 x 0.5 m, 11

and 7 per cage for the first and second experiments respectively). Five days after
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infestation, adult females were counted and removed from the plants. Five days after the
withdrawal of adult female aphids from the plants, there was a second evaluation by
counting the number of adults. The aphids used for infestation came from rearing
facilities kept separately. The data were analysed using analysis of variance (ANOVA),

followed by a Tukey test to detect significant differences between treatments.

Volatile collection and GC-MS analysis

Volatile organic compounds (VOCs) were collected from the plants of all seven
Capsicum spp. cultivars used in the second preference test. VOCs were collected from
plants prior to, and after, infestation with A. gossypii using the adsorbent Porapak Q
(80/100 mesh, 0.05 g, Supelco). Collections were replicated 3-4 times. Plants were
placed in polyester bags as described by Stewart-Jones and Poppy (2006), isolating the
soil pot with aluminum foil. Air filtered through activated charcoal was pumped into the
plastic bag at a flow of 700 mL/min per plant. Pyrex tubes with Porapak Q were
inserted at top of the bag and the air collected at a flow rate of 400 mL/min for each
plant. The plants were aerated for 24 hours. At the end of the aeration, tubes containing
trapped VOCs were desorbed with 500 pL of diethyl ether and samples stored at -20°C
until required for analysis by coupled gas chromatography - mass spectrometry
(GC/MS), QP5050A system, using a DB-5 column (30m x 0 25 mm id x 0.25 pm; J&W
scientific) and helium as carrier gas. The oven temperature was set to commence at
30°C and rise to 250 °C at a rate of 8 °C/min, with the injector and detector
temperatures set at 250 °C and 280 °C respectively. Compounds were tentatively

identified by comparison of mass spectra with those in the Wiley library.

Aphid olfactometer bioassay

Y -tube olfactometry behavioral bioassays with aphids were also conducted using
the cultivar Sweet Pepper Hybrid Green Belt (considered to be resistant) and Sweet
Pepper All Big (susceptible). Behavioral assays used Perspex four-arm olfactometers
(Pettersson 1970) lit from aboved by diffuse, uniform lighting and maintained at 25 * 2
°C. The bottom of the apparatus was lined with filter paper (n° 1; Whatman), and air
was drawn through the four arms toward the center at 350 ml min™. Single alate aphid

virginoparae were introduced into the central chamber, and the time spent and number
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of entries into each arm was recorded by using specialist software (OLFA; Exeter
Software) over 16-min period. The apparatus was rotated a one-quarter turn every 4 min
to eliminate directional bias. Aliquots (10 uL each) of samples of VOCs were applied to
a filter paper strip, and the solvent (diethyl ether) was allowed to evaporate for 30 s. The
filter paper was then placed at the end of the treated side arm.

The three control arms were similarly treated with 10 pL of diethyl ether alone
on filter paper. Each experiment was replicated 20 times and results analyzed by
nonparametric statistics (Wilcoxon one-tailed rank-sum test for two groups); the mean
time spent in the treatment arms was compared with the mean time spent in the control

arms.

Statistical Analysis
Statistical analyses were performed using SAEG 9.1 (System for Statistical Analysis,
Vigosa, MG, Brazil).

RESULTS

The results of analysis of variance revealed significant differences in the number
of A. gossypii between different Capsicum spp. cultivars in preference tests (Table 1 and
2). For the first experiment which included 11 cultivars, significant differences (P<0.05)
in the mean numbers of aphids among the tested cultivars were observed, with the
highest mean number of aphids being recorded on Hot Pepper Malagueta (42
individuals/plant; 82.61% more than the general average of the test) (Tukey test, Table
1). The lowest infestation was observed on Sweet Pepper Hybrid Green Belt (SPHGB),
Hot Pepper Luna and Hot Pepper Bico (14 individuals/plant; 39.13% less than the
general average), 13 individuals/plant (43.48% less than the general average) and 11
individuals/plant (52.17% less than the general average), respectively. The existence of
variability in A. gossipyi preferences between cultivars was confirmed in the second
experiment, where of the seven cultivars tested, the SPHGB cultivar was again shown to
have a lower than expected infestation of A. gossypii (Table 2). The data also suggest a
difference between the two experiments regarding the number of aphids per plant,

indicating the existence of interaction experiment x cultivar. Despite this interaction it
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appears that the performance of the cultivar SPHGB remained the same, i.e., as the least
preferred by aphids, showing stability in their behavior in relation to aphid infestation.

Behavioral bioassays with A. gossypii were conducted using VOCs collected
from non-preferred SPHGB and aphid-preferred Sweet Pepper All Big cultivars.
Olfactometry bioassays showed that A. gossypii was significantly repelled by the VOCs
from infested SPHGB, compared to the solvent control (Fig 1B). However, A. gossypii
was not significantly repelled by the VOCs from aphid-infested Sweet Pepper All Big
compared to the solvent control (Fig. 1D). There was also no significant difference in
behavioral activity between VOCs from non-infested plants, compared to the solvent
control, for both SPHGB and SPAB (Figs. 1A and 1C).

Gas chromatography/mass spectrometry (GC-MS) analyses of VOCs collected
from cultivars are shown in Table 3. The results showed that although there were
qualitative differences between cultivars, no significant quantitative differences between
cultivars were observed (data not shown). Qualitative differences were observed
between cultivars prior to, and after, infestation. Prior to infestation, tentatively
identified compounds that were common only to preferred cultivars included 2-
dodecenal, 3-tetradecene and pentadecane. Six compounds were common to most of the
cultivars after infestation, including 3-hydroxy-2-butanone, decanal, dodecane,
hexadecane, nonanal and tetradecene. The non-preferred SPHGB cultivar emitted four
cultivar-specific VOCs prior to infestation, tentatively identified as 3-methyl-2-
undecene, 2-ethoxypropane, 2-butyloctanol and tetradecane. Nine additional cultivar-
specific VOCs released after infestation were tentatively identified as 1-undecanol, 2-
oxo-propanoic acid, tridecane, 1,3-dioxane-5-ol, 3-penten-2-ol, 2-undecenoic acid, 6-

methyl-5-hepten-2-one, 4-methyl-4-hydroxy-2-pentanone and octanoic acid (Table 3).

DISCUSSION

The results in this study appear to confirm the existence of differential
preference of Capsicum cultivars by A. gossypii, as verified by Weintraub (2007) in
other cultivars. The SPHGN cultivar was shown to be a non-preferred, resistant cultivar
in two preference assays. Similar results were obtained by Bosland and Ellington (1996)
where it was suggested that the resistance of C. pubescens towards M. persicae is due to

antixenosis (non-preference). Ellis and Farrell (1995) showed that the six brassicas
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tested possessed different combinations of resistance/susceptibility to B. brassicae,
which can be summarized as follows: B. fruticulosa - very high levels of antixenosis
and antibiosis; B. spinescens - very high levels of antixenosis and moderate levels of
antibiosis; B. insularis - very high levels of antixenosis and low levels of antibiosis;
'Green Glaze Glossy' collard - low levels of antibiosis; '‘Derby Day' cabbage - no forms
of resistance and 'Rangi' rape - tolerance to aphid attack. Coleson and Miller (2005)
identified 'lluana,’” Purple ',' TC-83 001 'and ‘Putih’ as less preferred cultivars in aphid
choice tests.

Whilst it is possible that a number of mechanisms could play a role in conferring
the observed non-preferred effect, evidence for the role of volatile semiochemicals was
provided by olfactometry experiments, which showed that the VOCs released by A.
gossypii-infested SPHGB plants were significantly repellent to A. gossypii.
Furthermore, the VOC profile released by SPHGB was changed by infestation with A.
gossypii. Similar results were obtained in beans, Vicia faba, after infestation with the
pea aphid, Acyrthosiphon pisum, which led to the increase of the production of certain
components, reduction of the production of others, and formation of some new
compounds (Du et al., 1998; Pickett et al. 2003). VOCs released by plants after insect
infestation can directly affect the behavior and physiology of the aggressor because of
their toxic, repellent or deterrent properties (Bernasconi et al. 1998; De Moraes et al.
2001; Kessler and Baldwin 2001; Vancanneyt et al. 2001; Aharoni et al. 2003).
Expression of antixenosis through host plant odour has also been reported for many
insects. Gaum et al. (1994) reported that Frankliniella occidentalis showed different
response to odour source of rose cultivars in an olfactometer. Similarly, Storer and van
Emden (1995) showed that A. gossypii showed different responses to host plant odours
from different cultivars of chrysanthemum when tested in an olfactometer.

Ekesi et al. (1998) studied the mechanisms of resistance of two cowpea (Vigna
unguiculata L. Walp) varieties, ICV 8 and 1T84S-2246 widely grown by farmers, and
which have been reported to have less thrips in field samples, to the legume flower
thrips, Megalurothrips sjostedti. The high mortality of larval stages and slower
developmental rates on ICV 8 indicated presence of antibiotic mechanisms of
resistance. Adult longevity and oviposition rates of thrips fed on pollen of ICV 8 were

greatly reduced. Mean larval and pupal weights were also low on this variety but adult
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weight was not affected. Mortality a rate on 1T84S-2246 was low and developmental
rates was normal, indicating an absence of antibiotic mechanisms. However, a choice
experiment using cowpea flowers, and olfactometer assessment, showed that 1T84S-
2246 was the least preferred variety, indicating evidence of antixenosis as the
mechanism of resistance in this variety.

In our study, the non-preferred SPHGB cultivar was shown to emit nine
additional VOCs, including 6-methyl-5-hepten-2-one, after infestation with A. gossypii.
This compound is released by wheat seedlings, along with (R) and (S)-6-methyl-5-
hepten-2-ol and 2-tridecanone, that are heavily infested with the bird-cherry-oat aphid,
Rhopalosiphum padi (Quiroz et al. 1997). 6-Methyl-5-hepten-2-one is known to repel R.
padi (Quiroz et al. 1997), is attractive to the aphid parasitoids, Aphidius ervi (Du et al.
1998) and A. funebris (Pareja et al. 2007), and was also reported as a repellent of
females of Cephus norton cintus, a wheat pest in North America (Piesik et al. 2008).
With regard to compounds other than 6-methyl-5-hepten-2-one produced by the non-
preferred SGHGB cultivar after infestation by A. gossypii, there are, up to now, no
reports on their effects on aphids. However, octanoic acid has been described as a
repellent to the mite Varroa destructor Anderson and Trueman, a parasite of Apis
mellifera L. that represents the main threat to beekeeping in the Western world (Nazzi et
al. 2008). Thus, this compound may also have an effect on aphids, but further laboratory

evidence is required.

CONCLUSIONS

Variability among cultivars of Capsicum spp. in relation to preferences of A.
gossypii was observed. The SPHGB cultivar was shown the lowest number of A.
gossypii per plant. This cultivar released nine additional VOCs after infestation by A.
gossipyii, which may act as volatile semiochemicals that confer non-preference to other
incoming aphids. These data suggest that the non-preferred cultivar has the potential to
be used in breeding programs aimed at producing A. gossypii-resistant Capsicum spp.
cultivars. Further laboratory studies are underway to confirm the identity and behavioral
activity of the aphid-infested VOCs.
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Table 1 - Average number adults of Aphis gossypii on Capsicum spp. counted during a

five day infestation period. Rio Largo, Alagoas, Brazil. January to April 2008.

Genotypes Seed Hot/Sweet Aphid/plant
Company
Malagueta (HPM) Feltrin Hot 42 a
Dedo de moga (HPDM) Feltrin Hot 3lb
Malaguetinha (HPMa) Feltrin Hot 28 bc
Yolo Wonder (SPYW) Isla Sweet 26 bed
Yellow Long (SPYL) Isla Sweet 25 cde
Red (SPR) Feltrin Sweet 24 cde
All Big (SPAB) Isla Sweet 21de
Yellow Italian (SPYT) Feltrin Sweet 20e
Hybrid Green Belt Isla Sweet 14 f
(SPHGB)
Luna (HPL) Feltrin Hot 13 f
Bico (HPB) Feltrin Hot 11f
Average 23
Coefficient of variation (%) 34.40

Means within a column that are followed by the same letter are not significantly
different (P>0.05) according to the Tukey test. (LSD= 6.34).



Table 2 - Average number adults of Aphis gossypii on Capsicum spp. counted on five

days of infestation. Rio Largo, Alagoas, Brazil. October to December 2008.

Genotypes Seed Company Aphid/plant
Hybrid Green Belt (SPHGB) Isla 15d

All Big (SPAB) Isla 110c
Yellow Long (SPYL) Isla 88c

Ikeda (SPlkeda) Isla 89c

Yolo Wonder (SPYW) Isla 198b

Itapud 501 (SP1501) Isla 488a

Hybrid Yellow Satrapo (SPHYS) Isla 97c
Average 155
Coefficient of variation (%) 11.42

Means within a column that are followed by the same letter are not significantly

different (P>0.05) according to the according to the Tukey test.(LSD=41.27)
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Table 3 — GC-MS identification of all volatile organic compounds (VOCs) released from pepper, Capsicum spp. before and after infestation with A.
gossipyii.*

COMPOUNDS SPHGB SPAB SPYL SPlkeda SPYW SPI501 SPYS
Before  After Before  After Before  After Before  After Before  After Before  After Before  After

1,4-Benzenedicarboxaldehyde X - X - X - X - X - X - - -
1-Dodecene, 2-ethyl X - X - X - - - X - X - - -
2-Butanone, 3-hydroxy X X X X X X - X X X X X X X
2-Dodecenal - - - - - - X - - - - - - -
2-Propanol, 1-(1-methylethoxy) X - X - X - X - X - - - X -
3-Ethylacetophenone X - X - X - X - X - X - X -
3-Tetradecene, (Z) or (E) - - - - - - X - X - - - - -
Benzaldehyde, ethyl X - X - X - X - X - X - X -
Benzoic acid, ethyl X - X - X - X - X - X - X -
2-ethoxybutane X - X - X - X - X - X - X -
Decanal X X X X X X - X X X X X X X
Phenol X - X - - - - - - - - - X -
Dodecane X X X X X X - X X X X X X X
Hexadecene X - X - X - X - X - X - X -
Hexadecane - X - X - X - - - - - - - -
Nonanal X X X X X X X X X X X X X X
Tetradecene X X X X X X - X X X X X X X
Pentadecane - - - - - - X - X - X - - -
3-methyl-2-undecene X - - - - - - - - - - - - -
2-ethoxypropane X - - - - - - - - - - - - -
2-butyloctanol X - - -
Tetradecane X - - - - - - - - - - -
2-0x0-propanoic acid - X - - - - - - - - - - - -
1-undecanol - X - - - - - - - - - - - -
4-methyl- 4-hydroxy 2-Pentanone - X - - - - - - - - - - - -
Tridecane X - - - - - - - - - - - -
1,3-Dioxane-5-ol - X - - - - - - - - - - - -
3-Penten-2-ol - X - - - - - - - - - - - -
2-Undecenoic acid - X - - - - - - - - - - - -
6-Methyl-5-hepten-2-one - X - - - - - - - - - - - -
Octanoic acid - X - - - - - - - - - - - -

*|dentifications are tentative
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Figure legend

Figure 1. Response of cotton aphids, Aphis gossypii, to volatile organic compounds
(VOCs) released by Capsicum sp cultivars. A = uninfested Capsicum cultivar, Sweet
Pepper Hybrid Green Belt; B = A. gossipyi-infested Capsicum cultivar, Sweet Pepper
Hybrid Green Belt; C = uninfested Capsicum cultivar, Sweet Pepper All Big; D = A.
gossipyi-infested Capsicum cultivar, Sweet Pepper All Big. Asterisks indicate where
treated and control responses were significantly different (* P < 0.01). NS denotes no

significant activity (Wilcoxon one-tailed rank-sum test for two groups).
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Figure 1.
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6.2 Respostas do parasitdide Aphidius colemani aos compostos volateis
de plantas de duas cultivares de pimentdo infestado e ndo infestadas

pelo pulgéo Aphis gossypii.

Resumo: A exploragdo do pimentdo em cultivos protegidos vem sendo incrementado
nos ultimos anos tornando-se uma opgao viavel para pequenos agricultores. Entretanto,
a incidéncia de pulgdes neste tipo de cultivo também tem aumentado causando danos
diretos e indiretos. O controle mais recomendado para este tipo de cultivo seria o
bioldgico. Assim, este trabalho teve como objetivo verificar se 0s compostos voléteis de
plantas de pimentdo proporcionam mudangas no comportamento do parasitoide
Aphidius colemani. Objetivou também testar a hipdtese se ha diferenga entre os efeitos
das cultivares Cambuci e All Big em relagdo aos seus compostos volateis antes e apés a
infestacdo por A. gossypii sobre o comportamento do parasitdide. Bioensaios
comportamentais foram realizados utilizando os compostos volateis das plantas com e
sem infestacdo e utilizando éter dietilico como controle. Os resultados obtidos permitem
tirar as seguintes conclusoes: (a) existem diferencgas significativas entre os efeitos dos
compostos volateis das duas cultivares sobre os comportamentos do parasitoide; b) os
compostos volateis emitidos pela cultivar Cambuci ap6s a infestacdo proporcionou
efeito atrativo ao parasitoide influenciando na interagdo planta, herbivoro e parasitdide;
c) 0s compostos volateis emitidos pela cultivar All Big, mesmo apds a herbivoria, ndo

proporcionou efeito sobre o comportamento dos insetos estudados.

Palavras-chave: Ecologia quimica, semioquimicos, Capsicum spp., controle bioldgico.
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Abstract: The increase in exploitation of bell peppers in protected cultivation in recent
years has become a viable option for small farmers. However, the incidence of aphids in
this type of cultivation has also increased, causing direct and indirect damages. The
most recommended control for this type of crop would be biological control. As such,
this study aimed to determine whether the volatiles of bell pepper plants result in
changes in the behavior of the parasitoid Aphidius colemani. It also aimed to test the
hypothesis that there is a difference between the effects of Cambuci and All Big
cultivars on the behavior of the parasitoids in relation to their volatiles produced before
and after infestation by A. gossypii. Behavioral bioassays were conducted using
volatiles from plants with and without infestation and using diethyl ether as a
control. The results obtained allow us to draw the following conclusions: (a) there are
significant differences between the effects of volatiles from the two cultivars on the
behavior of the parasitoid, b) the volatiles emitted by the Cambuci cultivar after
infestation resulted in an attractive effect on the parasitoid, influencing the plant,
herbivore, parasitoid tritrophic interaction, c) the volatiles emitted by the All Big
cultivar, even after herbivory, did not lead to an effect on the behavior of insects

studied.

Key-words: Chemical ecology, semichemicals, Capsicum spp., biological control.
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6.2.1 Introducéo

O pimentdo € uma hortalica de grande importancia s6cio-econdmica no Brasil,
devido & &rea cultivada e o nimero de empregos gerados (Frizzone et al., 2001). Para
Lorentz et al. (2009) esta cultura € uma das mais importantes entre as olericolas, sendo
bem adaptada ao cultivo protegido e constituindo-se em uma alternativa de renda para
0S pequenos produtores e para a agricultura familiar. Desta forma, ultimamente tem-se
observado um aumento significativo no uso de cultivo protegido de pimentdo, porém,
h& uma incidéncia acentuada de afideos que vem causando danos significativos. Afideos
sdo uma das principais pragas agricolas e horticolas em todo o mundo (Verheggen et al.
2009) com Aphis gossypii e Myzus persicae sendo as principais espécies que atacam a
cultura do pimentdo (Weintraub, 2007). A. gossypii é encontrado em todos o0s
continentes e é particularmente abundante nos tropicos. No Brasil pode ser encontrado
em 57 plantas diferentes e mais de 20 familias sdo atacadas por este inseto (Silva et al.
1968). Além dos prejuizos diretos que os afideos podem causar para as culturas através
da alimentacdo do floema, também podem contribuir com danos indiretos graves,
agindo como vetores primarios de viroses de muitas plantas (Verheggen et al. 2009)
como “Cucumber Mosaic Virus” (CMV), “Tobacco Etch Virus” (TEV), “Pepper
Mottle Virus” (PepMoV), “Pepper Veinal Mottle Virus (PVMYV), “Chilli Veinal Mottle
Virus” (Chi VMV), “Pepper Yellow Mosaic Virus” (PepYMV) and “Potato Virus Y
(PVY). O controle quimico de afideos é vidvel, mas além de poder causar o surgimento
de bidtipos resistentes, apresenta inconvenientes em relacdo ao meio ambiente. Com
relacdo & questdo ambiental o pimentéo foi o alimento que apresentou o maior indice de
irregularidades para residuos de agrotoxicos em 2008 no Brasil (ANVISA 2009).

Estudos realizados nas duas ultimas décadas tém mostrado que as plantas
produzem misturas de compostos volateis em seus tecidos em resposta aos danos e
ataque de herbivoros como, por exemplo, os afideos. Odores emitidos pelas plantas
infestadas por herbivoros sdo geralmente misturas complexas, muitas vezes formadas
por mais de 200 diferentes compostos (Dicke e van Loon, 2000). Esses compostos
volateis emitidos podem afetar diretamente a fisiologia e o comportamento dos
herbivoros, devido a suas propriedades toxicas, repelentes ou deterrentes (Bernasconi et
al., 1998; De Moraes et al., 2001; Kessler e Baldwin, 2001; Vancanneyt et al., 2001;
Aharoni et al., 2003). Eles também podem atrair inimigos naturais dos herbivoros que

podem proteger a planta de mais danos (Dicke et al., 1990; Turlings et al., 1990; Vet e
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Dicke, 1992; Pare e Tumlinson, 1999; Drukker et al., 2000; Kessler e Baldwin, 2001).
Além disso, alguns compostos volateis podem mediar tanto defesas diretas como
indiretas, impedindo a oviposi¢do de lepiddpteros e atraindo inimigos naturais como
encontrado em Nicotiana attenuata (Kessler e Baldwin, 2001). Assim, este trabalho
teve como objetivo verificar se os compostos volateis de plantas de pimentdo
proporcionam mudangas no comportamento do parasitdide Aphidius colemani.
Objetivou também testar a hipdtese se ha diferenca entre as cultivares Cambuci e All
Big, considerados respectivamente, resistente e suscetivel ao A. gossypii (Costa et al.,
2010) em relacdo aos seus constituintes volateis antes e apds a infestacdo pelo citado

afideo.

6.2.2 Material e Métodos
6.2.2.1 Planta e inseto

Sementes de pimentdo das variedades Yollo Wonder, Cambuci e All Big foram
semeadas em bandejas de isopor contendo substrato. As plantas foram mantidas nesses
recipientes até atingirem 10 a 15 cm, tamanho suficiente para serem transplantadas para
vasos plésticos de 2 L contendo uma mistura de terra e areia na proporgdo de 2:1. As
plantas do cultivar Yollo Wonder permaneceram na casa-de-vegetacéo para criagdo dos
pulgdes e parasitoides. As plantas dos cultivares Cambuci e All Big, com 60 dias apds a
germinacgdo, foram cultivadas em vasos de 12,5 cm de didmetro e utilizadas para
realizacdo dos ensaios com e sem infestacdo dos pulgdes e coleta de compostos volateis.
Apbs 60 dias do plantio as plantas foram infestadas com cinco fémeas adultas, do A.
gossypii, por planta e estas foram protegidas em gaiolas, numa proporcéo de 11 plantas
por gaiola, com as dimensdes: 1,0 x 1,0 x 0,5m.

Os pulgdes foram criados em plantas de pimentdo cultivar Yollo Wonder em
casa de vegetagdo com temperatura e luminosidade naturais e ficaram protegidas em
gaiolas (1,0 x 1,0 x 0,5m). Os parasitoides foram criados utilizando-se os afideos em
plantas de pimentdo Yollo Wonder como alimentagdo, também em gaiolas como a

descrito anteriormente.
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6.2.2.2 Coleta de compostos volateis

Os compostos volateis foram coletados das plantas infestadas e ndo-infestadas
por A. gossypii usando adsorvente Porapak Q (80/100 mesh, 0,05 g; Supelco). As
plantas foram colocadas dentro de sacos de poliéster utilizado em microondas e freezer
como descrito por Stewart_Jones & Poppy (2006), isolando o vaso com papel aluminio.
Ar foi injetado no saco pléstico passando antes por um filtro de carvdo a um fluxo de
400 mL/min. por planta. Tubos com o Porapak Q foram utilizados no topo do saco e o
ar coletado a uma vazdo de 400 mL/min. para cada planta. As plantas ficaram sendo
aeradas por 24 horas. Ao término das aeragdes os tubos foram dessorvidos com 500 uL
de éter dietilico e armazenado a -20°C até injecdo em um sistema de cromatografia
gasosa acoplada a um espectrometro de massa (GC/MS) QP5050A, usando DB-5
column (30m x 0 25 mm id x 0.25 pm); J&W scientific e o hélio como gas carreador.
Os parametros usados para as analises iniciaram com uma velocidade de temperatura
variando de 30°C to 250 °C com uma taxa de 8 °C/min., as temperaturas do injetor e
detector foram 250 °C e 280 °C respectivamente. Os compostos foram identificados por
comparacdo automaética usando o banco de dados Wiley MS (Wiley Class 5000, sexta

edicdo) usando o GCMSolution software.

6.2.2.3 Bioensaios de olfatometria

Ensaios comportamentais com parasitoides foram conduzidos usando a cultivar
de pimentdo All Big (considerada suscetivel ao pulgdo A. gossypii) e Cambuci
(considerada resistente ao pulgdo A. gossypii). Testes comportamentais foram realizados
utilizando olfatdmetro de quatro bragos (Pettersson 1970) iluminado com uma lampada
difusa uniforme e com temperatura de 25 £ 2 °C. A parte inferior do aparelho foi
forrada com papel filtro (Whatman n° 1), e o ar foi sugado a uma razéo de 350 mL/min.
dos quatro bragos em direcdo ao centro do aparelho. Cada inseto foi introduzido na
camara pelo orificio central, e o tempo gasto e o nimero de entradas em cada brago
foram registrados usando o software OLFA (OLFA; Exeter Software) por um periodo

de 16 min. O aparelho foi girado a cada 4 minutos para eliminar o viés direcional.
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Aliquotas de 10 pL das amostras foram aplicadas a uma tira de papel de filtro, ¢ o
solvente foi deixado a evaporar-se durante 30 s. O papel de filtro foi entdo colocado no
final do brago do lado tratado. Os trés bragos controle foram igualmente tratados com
10 pL de éter dietilico em papel de filtro. Cada experimento foi repetido 20 vezes e os
resultados analisados por estatistica ndo-paramétrica (teste de Wilcoxon). A média de
tempo gasto nos bragos do tratamento foi comparada com a média de tempo gasto nos

bracos dos controles.

6.2.3 Resultados

Os compostos volateis emitidos pelas plantas da cultivar resistente cambuci
infestadas atrairam significativamente (p=0,03) os parasitoides em relacdo ao controle
(Fig. 1). Os insetos permaneceram mais tempo na amostra das plantas infestadas. Além
disso, as plantas ndo infestadas também atrairam significativamente (p=0,01) os
parasitoides com estes permanecendo mais tempo no braco do olfatdmetro dos odores
das plantas ndo infestadas (Fig. 2). Por outro lado, o comportamento dos parasitdides
em relacdo aos volateis das plantas da cultivar All Big foi diferente daqueles obtidos
com a cultivar Cambuci. Para este cultivar, tanto os volateis das plantas infestadas
quanto das plantas ndo-infestadas ndo proporcionaram efeito sobre o comportamento
dos parasitoides (Figs. 3 e 4).

A resposta comportamental significativa de A. colemani aos odores do genétipo
Cambuci deve-se provavelmente aos compostos organicos volateis liberados, haja vista
que houve diferenca na presenca destes antes e ap0s a infestacdo com afideos entre os
dois cultivares (Tabela 1). Antes da infestagdo foram identificados os compostos
volateis 3- metil, 2-undeceno; Propano, 2-etoxi; 1-octanol, 2-butil; tetradecano e 1-(5-
Hexenilo)-2-metileno em Cambuci e ausentes em All Big. Ja ap6s a infestagdo foram
identificados para Cambuci nove compostos organicos volateis que ndo estavam
presentes no gendtipo All Big. Os compostos identificados foram o é&cido 2-oxo-
propanoico; 1-undecanol; tridecano, 1,3-dioxano-5-ol, 3-penten-2-ol, acido 2-

undecenoico, 6-metil-5-hepten-2-ona, 4-metil-4-hidroxi-2-pentanona e acido octandico.
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Tabela 1 — Compostos organicos volateis liberados por duas cultivares de pimentdo antes e apos
infestacdo com A. gossypii.

Compostos Cambuci All Big

Antes Apbs Antes Apbs
1-(5-Hexenilo)-2-metileno X - - -
1,3-Dioxano-5-ol - X - -
1-Octanol, 2-butil X - - -
1-Undecanol - X - -
2-Etil, 1-dodeceno X - X -
2-Pentanona, 4-hidroxi-4- - X - -
metil
3-Hidroxi, 2-butanona X X X X
3-metil, 2-undeceno X - - -
3-Penten-2-ol - X - -
6-Metil-5-hepten-2-ona - X - -
Acido 2-oxo-propandico - X - -
Acido 2-undecendico - X - -
Acido octandico - X - -
Butano, 2-etoxi X - X -
Decanal X X X X
Dodecano X X X X
Hexadecano - X - X
Hexadeceno X - X -
Nonanal X X X X
Phenol X - X -
Propano, 2-etoxi X - - -
Tetradecano X - - -
Tetradeceno X X X X
Tridecano - X - -
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Figura 1- Resposta do parasitoide A. colemani aos volateis emitidos pela cultivar
Cambuci infestada em relacéo ao controle.

Tempo médio gasto (min) (% EP)

Naoinfestado Controle

Figura 2 — Resposta do parasitoide A. colemani aos volateis emitidos pela cultivar
Cambuci ndo-infestada em relacéo ao controle.
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Figura 3 — Resposta do parasitoide A. colemani aos volateis emitidos pela cultivar All
Big infestada em relacéo ao controle.
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Figura 4 — Resposta do parasitoide A. colemani aos volateis emitidos pela cultivar All
Big ndo-infestada em relagdo ao controle.

6.2.4 Discussao

Os resultados obtidos em ensaios de olfatometria mostraram que 0S compostos
volateis liberados pelas plantas da cultivar Cambuci tanto infestado quanto as ndo-
infestadas atrairam o parasitdide A. colemani. Resultados semelhantes foram obtidos
por Lo Pinto et al. (2004) com Lysiphlebus testaceipes e A. colemani sobre Aphis

gossypi em Cucumis sativa L. Pareja et al. (2007) verificaram que Aphidius funebris foi
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atraido para os odores de Centaura nigra ndo-danificada, mas preferiram os odores do
complexo planta — hospedeiro apds trés dias de infestagdo com 200 individuos do
pulgdo Uroleucon jaceae. J& Grasswitz (1998) verificou que fémeas de A. colemani
responderam significativamente para plantas infestadas com Myzus persicae Sulzer
quando comparadas com as plantas sadias . Em relagdo aos resultados obtidos pelas
plantas infestadas verifica-se que estdo de acordo com estudos anteriores (Dicke et al.
1990; Turlings et al. 1990; Vet and Dicke 1992, Pare and Tumlinson 1999; Drukker et
al. 2000, Kessler and Baldwin 2001; Moayeri et al. 2006; Pérez et al. 2007; Jonsson and
Anderson 2008). Resultados semelhantes também foram obtidos por Bahadoorsingh e
Khan (2006) que verificaram que o parasitoide Lysiphlebus testaceipes exibiu forte
atracdo aos odores de folhas infestadas pelo afideo Toxoptera citricida. Assim, a
resposta significativa do comportamento dos parasitides aos odores do gendtipo
Cambuci possivelmente deve-se a presenca dos cinco e nove compostos diferentes
identificados para este genotipo antes e apds a infestacdo, respectivamente. Um desses
compostos, a 6-metil-5-hepten-2-ona também é conhecida por ser uma substancia
atrativa ao parasitoide Aphidius ervi (Du et al.1998) e ao parasitoide Aphidius funebris
(Pareja et al. 2007).

Estudos com olfatbmetro mostraram que o parasitdide Diglyphus isaea Walker
localizou a larva hospedeira de Liriomyza trifolii Burgess baseado nos sinais volateis
liberados pelo complexo planta - hospedeiro. Fémeas de D. isaea foram fortemente
atraidas pelos odores provenientes de plantas de feijdo danificadas, enquanto nédo
responderam aos odores das plantas sadias. Analises quimicas mostraram que entre 0s
componentes presentes, 0 cis-3-hexen-1-ol and 4-hidroxi-4-metil-2-pentanona,
apresentaram-se em quantidades significativas maiores nos extratos das folhas
danificadas do que nos extratos das folhas ndo-danificadas. O dano imposto por larvas
sobre a planta provocou a liberagdo dessas substancias, o que provavelmente levou a
atracdo do parasitoide para a larva (Finidori-Logli et al. 1996).

Em relacéo aos resultados obtidos com os volateis de plantas ndo-infestadas, que
também atrairam os parasitdides, poderia ser devido a presenga dos cinco compostos
volateis no cultivar Cambuci e ausentes no cultivar All Big. Entretanto, estudos com
eletroantenografia fazem-se necessarios para confirmar ou ndo o efeito destes
compostos. Guerrieri et al., 1997 e Powell et al. 1998 sugeriram que o aprendizado para

responder as plantas sadias pode servir para prolongar o forrageamento do parasitoide
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para um determinado habitat durante os periodos de baixa densidade do afideo, quando
os volateis induzidos pela herbivoria seriam escassos ou ausentes. Outra hipotese é que
as plantas podem produzir, mesmo em pequenas quantidades, oS mesmos odores
produzidos pelos herbivoros.

A indiferenga no comportamento dos parasitoides em relacdo aos volateis das
plantas da cultivar All Big mostra que, mesmo dentro da mesma espécie, existem
diferencas na liberacdo de compostos volateis em relagdo ao comportamento dos
insetos. Variagdo na producdo de compostos organicos volateis tem sido identificada
para diferentes cultivares de milho (Hoballah et al. 2004), algoddo (Loughrin et al.
1995), arroz (Lou et al. 2006), cenoura (Nissinen et al. 2005), péra (Scutareanu et al.
2003), tomate (Thaler 2002), I6tus (Ozawa et al. 2000), gérbera (Krips et al. 2001) e
cruciferas (Bukovinszky et al. 2005).

Outra razéo para a auséncia de resposta dos parasitoides aos volateis das plantas
da cultivar All Big pode ser devido ao nimero de insetos sobre as plantas. No complexo
Centaura nigra x Aphidius funebris e U. jaceae foi necessaria uma densidade inicial
alta de afideos para aumentar a atragdo do parasitdide (Pareja et al. 2007), que contrasta
com o sistema Vicia faba x A. pisum, onde foram necessérios apenas 40 afideos por trés
dias para causar resposta no comportamento do parasitdide (Guerrieri et al. 1999).
Portanto, a resposta do comportamento do parasitdide depende das espécies envolvidas
(planta x afideo x parasitoide) e da variacdo genética existente dentro de cada espécie

em relacdo & emissdo e recep¢do dos sinais volateis emitidos.

6.2.5 Conclusoes

Existem diferencas significativas entre os efeitos dos compostos volateis das
duas cultivares sobre o comportamento do parasitdide A. colemani;

Os volateis emitidos pela cultivar Cambuci exerceram efeito atrativo ao
A.colemani influenciando na interacgdo tritrofica pimentdo, A. gossypii e A. colemani;

Os compostos volateis emitidos pela cultivar All Big, mesmo ap6s a herbivoria,

ndo exerceram efeito sobre o comportamento do A. colemani.
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6.3 Respostas do afideo Aphis gossypii e parasitdide Aphidius colemani aos

compostos volateis emitidos ap6s aplicacéo de cis-jasmona em pimentéo

Resumo: Compostos organicos volateis vém sendo muito utilizados visando inducéo de
resisténcia em plantas contra a herbivoria, evitando as aplicacbes excessivas de
inseticidas. A cis-jasmona é um dos compostos promissores para inducdo de volateis em
plantas, por ativar a defesa baseada em sinais quimicos dos compostos volateis sem
influenciar indevidamente outros importantes processos fisiologicos da planta. Assim,
objetivou-se neste trabalho verificar o efeito da cis-jasmona na interagdo pimentdo —
pulgdo - parasitoide. Ensaios comportamentais com afideos e parasitdides foram
conduzidos usando os compostos volateis do cultivar de pimentdo All Big (considerado
suscetivel ao pulgdo Aphis gossypii) com e sem cis-jasmona em olfatdmetro. Ensaios
também foram realizados para avaliar o efeito da cis-jasmona sobre a incidéncia do
pulgdo em plantas de pimentdo em estufa telada. Os resultados obtidos em bioensaios
com olfatbmetro mostraram que os odores emitidos pelas plantas de pimentdo apds a
aplicacdo de cis-jasmona proporcionaram um efeito repelente ao pulgdo e atraente ao
parasitoide. Ensaio conduzido em estufa plastica mostrou que as plantas tratadas com
cis-jasmona apresentaram reducdo na incidéncia de pulgbes, em relagdo as plantas ndo
tratadas. Estes resultados evidenciam que a cis-jasmona tem potencial para controle de

pulgdes em piment&o cultivado em ambiente protegido.

Palavras-chave: Defesa induzida, ecologia quimica, cis-jasmona, interagédo

tritréfica
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Abstract: Volatile organic compounds have been widely used in order to induce
resistance in plants against herbivores, avoiding excessive applications of
pesticides. Cis-jasmone is one of the promising compounds to induce resistance in
plants by activating a defense based on chemical signals without unduly influencing
other important plant physiological processes. Thus, this study aimed to investigate the
effect of cis-jasmone on the bell pepper — aphid — parasitoid interaction. Behavioral tests
with aphids and parasitoids were conducted with the bell pepper cultivar All Big, with
and without cis-jasmone. Tests were also conducted to evaluate the effect of cis-
jasmone on the incidence of aphids on pepper plants in a greenhouse with a screen. The
results obtained from olfactometer bioassays showed that the odors emitted by pepper
plants after application of cis-jasmone provided a repellent effect to the aphids and
attracted the parasitoids. Trials conducted in a greenhouse showed that plants treated
with cis-jasmone showed a reduction in the incidence of aphids, in relation to untreated
plants. These results indicate that cis-jasmone has the potential to control aphids on bell

pepper plants cultivated in a protected environment.

Key words: Induced defense, chemical ecology, cis-jasmone, tritrophic interactions
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6.3.1. Introducéo

As plantas desenvolveram, ao longo de sua evolugdo, uma variedade de
mecanismos para suportar os danos e estresses causados por fatores bidticos e abidticos.
Um destes mecanismos envolve a emissdo de compostos volateis conhecidos como
aleloquimicos, substancias que afetam organismos de espécies diferentes do emissor, por
qualquer raz&o que ndo seja alimentar (Law e Regnier 1971), e que podem comprometer o
desenvolvimento de patégenos e o comportamento de insetos herbivoros a procura de
uma fonte de alimentagéo.

As respostas induzidas por dano em plantas s&o mediadas por compostos
provenientes da via octadecandide, entre os quais estdo o acido jasmonico e o jasmonato
de metila (Wasternack et al. 2006). Os volateis emitidos pelas plantas compreendem
isoprendides, carotenoides, benzendides, fenilpropanoides, e compostos derivados de
acidos graxos e aminodcidos (Dudareva et al. 2006, Turlings et al. 1998). Esses
compostos volateis provéem informacéo sobre o estado do ataque da planta induzida,
podendo ativar também as defesas induzidas de plantas adjacentes da mesma ou de
outras espécies (Bruin e Sabelis 2001, Dicke e Dijkman 2001, Heil e Kost 2006, Karban
2001).

Em tomateiro, a aplicacéo artificial do &cido jasmdnico resultou na indugdo de
inibidores de proteases e polifenol oxidases, e uma diminui¢cdo na preferéncia, no
desempenho e na abundéncia de muitos herbivoros como Frankliniella occidentalis
(tripes), Spodoptera exigua e Trichoplusia ni (lepiddpteros), Epitrix hirtipennis
(coledptero) e Macrosiphum euphorbiae e Myzus persicae (afideos) (Thaler et al. 1996).
Entretanto, o &cido jasmonico pode afetar o desenvolvimento e a fisiologia vegetal, o
que poderia alterar o rendimento de plantas, independentemente dos efeitos sobre a
herbivoria (Fan et al. 1997, Koda 1997). Por exemplo, o &cido jasmdnico exdgeno
diminuiu a taxa fotossintética das plantas (Metodiev et al. 1996), reduziu a formag&o de
gemas (Barendse et al. 1985), e aumentou a producdo de etileno, um horménio
envolvido na maturag&o (Saniewski et al. 1987).

Outro composto envolvido na ativagdo de resisténcia de plantas a insetos é a cis-
jasmona. Ela atua como um sinal externo, alertando tanto a planta receptora quanto a
planta vizinha ndo danificada por insetos e, por meio deste, prepara a planta para ativar

as suas defesas na iminéncia de um ataque. As seguintes espécies de plantas foram
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tratadas com cis-jasmona e mostraram-se menos atrativas aos pulgdes e mais atrativas a
parasitoides: Triticum aestivum (Bruce et al. 2003a), Vicia faba (Bruce et al. 2003b),
Arabidopsis thaliana (L.) (Bruce et al. 2008). Nesses estudos, observou-se que a
indug&o de plantas com cis-jasmona causou um aumento na liberacdo de (E)-ocimeno, o
qual é considerado um estimulante alimentar para parasitdides.

A repeléncia de algumas pragas devido aos volateis de plantas induzidas tem
sido verificada em estudos realizados por Birkett et al. (2000), Bruce et al. (2003a) e De
Moraes et al. (2001). Birkett et al. (2000) e Bruce et al. (2003a) descreveram que 0s
volateis das plantas induzidas pela aplicacdo exdgena de cis-jasmona repeliram afideos
tanto em laboratdrio quanto no campo.

A inducdo com cis-jasmona oferece uma oportunidade para ativar a defesa da
planta baseada em sinais quimicos volateis, sem influenciar indevidamente outros
importantes processos fisioldgicos e de rendimento da planta.

O pimentdo (Capsicum anuum L.) é uma hortalica de grande importancia socio-
econdmica para o Brasil, devido ao numero de empregos gerados na sua cadeia
produtiva (Frizzone et al. 2001). Ultimamente, tem-se observado um aumento
significativo no cultivo protegido de hortalicas, e o pimentdo é uma das culturas que
vém mais sendo exploradas. Porém, h4 uma incidéncia acentuada de afideos que podem
proporcionar danos significativos ao pimentdo. O controle quimico de afideos é viavel e
vem sendo empregado, mas além da possibilidade do surgimento de bidtipos resistentes,
pode apresentar inconvenientes em relacdo ao meio ambiente. Com relagdo a esse
problema, o pimentdo foi o alimento que apresentou o maior indice de irregularidades
com relacdo a residuos de agrotoxicos em 2009 (ANVISA 2010). 80% das amostras
analisadas pelo Programa de Andlise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos
(PARA) da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria do Brasil (ANVISA)
apresentaram problemas. Nestas, foram identificados 22 ingredientes ativos diferentes,
dos quais 18 ndo estavam autorizados para esta cultura e 4 estavam presentes em niveis
acima do limite mé&ximo de residuos estabelecido pela legislacéo.

Devido a esses problemas, torna-se importante a descoberta de formas
alternativas para reduzir os danos causados por insetos-praga para esta cultura. Uma das
alternativas que se apresentam vidveis é o uso da inducdo de resisténcia, que pode ser

utilizada juntamente com controle biolégico no manejo integrado de pragas. Assim, o
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objetivo deste estudo foi investigar o efeito da cis-jasmona sobre a interagdo pimentao,

afideo e parasitoide em condicdes de laboratério e casa-de-vegetacéo.

6.3.2. Material e Métodos

6.3.2.1 Obtengdo das Plantas e insetos

Sementes de pimentdo (Capsicum annuum) das variedades Yolo Wonder e All
Big foram semeadas em bandejas de isopor contendo substrato comercial bioplant. As
plantas foram mantidas nesses recipientes até atingirem 10 a 15 cm de altura, tamanho
suficiente para serem transplantadas para vasos plasticos de 2L contendo uma mistura
de terra e areia, na proporcdo de 2:1. As plantas da variedade Yolo Wonder
permaneceram na casa-de-vegetacdo para criagdo dos afideos e parasitoides. As plantas
da variedade All Big, com 60 dias ap6s a germinacdo, foram cultivadas em vasos de
12,5cm de diametro e utilizadas para realizagdo dos ensaios com aplicacdo de cis-
jasmona e para a coleta de compostos volateis.

Aphis gossypii e Aphidius colemani foram obtidos em plantas de pimentéo
cultivados em hortas no municipio de Maceid, Alagoas. Estes foram mantidos em
plantas de pimentdo da variedade Yolo Wonder, em casa de vegetagdo com temperatura

e luminosidade naturais, e protegidas em gaiolas com tela antiafidica (1,0 x 1,0 x 0,5m).

6.3.2.2 Tratamento das plantas

Cada planta foi alocada aleatoriamente em um dos seguintes tratamentos:
tratado e ndo-tratado com cis-jasmona. Foram utilizadas 20 plantas em cada tratamento.
Plantas tratadas com cis-jasmona (Aldrich com 90% i.a.) foram pulverizadas com uma
dose de 50 g ha™ emulsionados com Tween 20 na concentracdo de 0,1% em agua. A

coleta dos compostos voléteis foi realizada 72 horas ap6s o tratamento.

6.3.2.3 Coleta de compostos volateis

Os compostos volateis foram coletados das plantas tratadas e ndo-tratadas com
cis-jasmona utilizando o adsorvente Porapak Q (80/100 mesh, 0,05 g; Supelco). As
plantas foram colocadas dentro de sacos de poliéster e de polietileno como descrito por

Stewart-Jones e Poppy (2006), isolando o vaso e o solo com papel aluminio. Ar foi
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injetado no saco plastico passando antes por um filtro de carvéo ativo a um fluxo de 400
mL/min. por planta. Tubos com Porapak Q foram utilizados no topo do saco para coleta
do ar e compostos volateis. As plantas foram aeradas por um periodo de 24 horas. Ao
término das aeragGes 0s compostos volateis foram dessorvidos com 500 pL de éter

dietilico e armazenado a -20°C até o uso.

6.3.2.4 Bioensaios de olfatometria

Ensaios comportamentais com A. gossypii e A. colemani foram conduzidos
usando os voléteis da variedade de pimentdo All Big, considerada suscetivel ao Aphis
gossypii (Costa et al., 2010). Testes comportamentais foram realizados utilizando
olfatobmetro de quatro bragos (Pettersson 1970) iluminado com uma lampada difusa
uniforme e sob temperatura de 25 + 2°C. A parte inferior do aparelho foi forrada com
papel filtro (Whatman, n°1), e o ar foi sugado a uma razdo de 350mL/min., dos quatro
bragos em direcéo ao centro do aparelho. Cada inseto foi introduzido na cadmara por um
orificio central, e o tempo de permanéncia em cada brago foi registrado usando o
software OLFA por um periodo de 16 min. O aparelho foi girado a cada 4 minutos para
eliminar o viés direcional. Aliquotas (10puL cada) das amostras foram aplicadas a tiras
de papel de filtro e o solvente deixado evaporar-se por 30 s. O papel filtro com a
amostra foi entéo colocado no final do brago do lado tratado. Os trés bragos do controle
foram igualmente tratados com 10 pL de éter dietilico em papel filtro. A média do
tempo de permanéncia do inseto nos bragos do tratamento foi comparada com a média
do tempo de permanéncia nos bracos controle. Cada experimento foi repetido 20 vezes e

os resultados analisados por estatistica ndo-paramétrica (teste de Wilcoxon).

6.3.2.5 Efeito da cis-jasmona aplicada sobre as plantas de pimentdo em relacéo a
infestacdo de A. gossypii em estufa plastica

O experimento foi instalado em delineamento de blocos ao acaso, no sentido da
linha, utilizando-se 15 plantas dispostas em trés fileiras (5 plantas em cada fileira),
adaptando recomendacdes de Lorentz et al. (2005) e de Lorentz e Lucio (2009). Foram
testados dois tratamentos (plantas controle e plantas tratadas com cis-jasmona) em 15
blocos ou repeticdes. As parcelas obedeceram a uma distancia de 3 m uma das outras.
Foram utilizadas as plantas da fileira central como parcela util. A cis-jasmona foi

aplicada em plantas com 60 dias ap6s o transplantio, na dosagem de 50 g.ha™. A
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avaliacdo da incidéncia de A. gossipi total foi realizada sete dias apds a aplicacdo da cis-

jasmona, coletando-se trés folhas de cada planta para contagem em laboratorio.
Os dados foram transformados com a equagdo +x +1 e submetidos a anélise de

variancia, utilizando-se o programa estatistico SAEG.

6.3.3. Resultados e Discussao

6.3.3.1 Efeito da cis-jasmona sobre o comportamento de A. gossypii

Os ensaios desenvolvidos em olfatdbmetro mostraram que ndo houve diferenca
estatistica significativa para o comportamento de A. gossypii entre os volateis emitidos
pelas plantas da cultivar All Big ndo-tratadas com cis-jasmona (P=0,31 pelo teste de
Wilcoxon) em relagdo ao controle (Fig.1). Entretanto, A. gossypii respondeu
preferencialmente aos odores do controle em relagdo aos volateis das plantas de
pimentdo tratadas com cis-jasmona (P<0,03 pelo teste de Wilcoxon) (Fig. 2).
Resultados semelhantes foram obtidos com o pulgdo da alface, Nasonovia ribis nigri
(Mosley) (Birkett et al. 2000) e com os afideos dos cereais Metopolophium dirhodum
(Walker), Sitobion avenae (Fabricius), Rhopalosiphum padi (Linnaeus) (Bruce et al.
2003a, 2003b), Acyrthosiphum pisum (Birkett et al. 2000), Myzus persicae (Bruce et al.
2008) (Hemiptera: Aphididae).

A constatacdo de que os volateis emitidos pelas plantas intactas e sem cis-
jasmona ndo afetaram o comportamento do pulgdo, demonstra a acdo da cis-jasmona
como indutor de volateis nas plantas que ativam genes de resisténcia. Esta resisténcia
pode dever-se ao fato de que a aplicagdo da cis-jasmona em plantas aumenta os niveis
de (E,E)-a-farneseno, B-cariofileno, (E)-4,8-dimetil-1,3,7-nonatrieno e (E)-p-ocimeno
(Birkett et al. 2000), compostos cuja liberagdo por plantas atacadas por insetos
herbivoros tem sido verificada como repelente (Turlings et al., 1995).

Os compostos volateis emitidos pelas plantas da cultivar All Big tratadas e ndo-
tratadas com cis-jasmona encontram-se na Tabela 1. Verifica-se que apenas 3
compostos foram comuns aos dois tratamentos submetidos. Estes resultados estédo de
acordo com os de Bruce et al. (2008) que relatam que a cis-jasmona alterou a
composicdo dos volateis emitidos por plantas de A. thaliana, e que estes estavam
associados com a alteracdo nas respostas comportamentais de insetos generalistas

testados. Estes autores verificaram também que Mizus persicae foi repelido pelos
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compostos Vvolateis das plantas tratadas, enquanto foram atraidos pelos compostos
volateis das plantas ndo tratadas. Ambos, o generalista M. persicae e o especialista
Lipaphis erysimi, mostraram atracdo significativa pelos volateis das plantas néo-
tratadas. Para M. persicae, esta resposta comportamental foi revertida pelo tratamento
com cis-jasmona, 0 que acarretou numa significativa repeléncia do mesmo ap6és a
inducéo das plantas. Ao contrério, L. erysimi ainda mostrou significativa atragdo pelos
compostos volateis das plantas induzidas por cis-jasmona, sugerindo que insetos
especialistas usam diferentes semioquimicos para reconhecer a planta hospedeira (Bruce
et al. 2008).



Tabela 1 — Compostos organicos volateis emitidos pela cultivar de pimentdo All Big apés
aplicacdo de cis-jasmona.
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Composto Com cis-jasmona Sem cis-jasmona Infestado
1-Phenyl-3,3-Dimetildecano X - -
2,2,3,3,5,6,6-Heptametilheptano X - -
2,2,4-Trimetilhexano X - -
2,2-Dimetil-1-octanol X - -
2,3,5,8-Tetrametildecano X - -
2,3,6-Trimetildecano X - -
2,4-Dimetil, 1-deceno X - -
2,4-Dimetil-1-deceno X - -
2,4-Dimetilundecano X - -
2,5-Dimetilundecano X - -
2,6,11,15-Tetrametilhexadecano X - -
2,6,7-Trimetildecano X - -
2,6-Dimetilnonano X - -
2,6-Dimetilundecano X - -
2,8-Dimetilundecano X - -
2-Butil-1-octanol X - -
2-Metil-3-etil, heptano X - -
2-Metil-5-etilheptano X - -
2-Metil-5-etilheptano X - -
2-Metilundecano X - -
2-Pentanone 4-hidroxi-4-metil X - -
3,3-Dimetiloctano X - -
3,5-Dimetiloctano X - -
3,7-Dimetil-1-octanol X - -
3-Etiloctano X - -
3-Hidroxi-2-butanona X X X
3-Metil-3-etilhexano X - -
4, 6,8-Trimetilnoneno-1 X - -
4,5-Dimetil-2-undeceno X - -
4,6-Dimetildodecano X - -
4,7-Dimetilundecano X - -
4,8-Dimetilundecano X - -
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Continuacdo

4-Metildecano
4-Metiltridecano
5-Metilundecano

7-Metil,1-Undeceno

Acid hexadecandico, metil Ester

Cicloeicosano
Cis-jasmona
Eicosano

Farnesano (2,6,10-
Trimetildodecano)

Hexadecano

Isooctano

n-Decanal

n-Decano

n-Dodecanal

n-Dodecano
n-Heptadecano
n-Nonadecano
Nonadecanol

Nonano, 5-(1-metilpropil)
n-Pentadecano
n-Tetradecano
n-Tridecano

n-Undecano

Octadecano

Octano, 2, 3, 6,7-Tetrametil

Pentan-1,3-

Dioldiisobutirato,2,2,4-Trimetil

Trans-2-Heptenal
Tricosano

Undecano
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Sem Cis-jasmona Controle

Figura 1 — Resposta de Aphis gossypii aos odores emitidos por plantas de pimentéo
(Capsicum annuum L.) da variedade All Big sem cis-jasmona. (P>0,05 pelo teste de
Wilcoxon).

Tempo médio gasto {min) (* E.P.)

Com Cisjasmona Controle

Figura 2 — Resposta de Aphis gossypii aos odores emitidos por plantas de pimentéo
(Capsicum annuum L.) da variedade All Big ap6s aplicagcdo de cis-jasmona (P<0,03
pelo teste de Wilcoxon).

6.3.3.2 Efeito da cis-jasmona sobre o comportamento de A. colemani

Ensaios desenvolvidos no olfatbmetro mostraram que A. colemani ndo foi
atraido pelos compostos volateis emitidos pelas plantas da variedade All Big ndo-
tratadas com cis-jasmona (P=0,49 pelo teste de Wilcoxon) em relagdo ao controle (Fig.
3). Entretanto, A. colemani respondeu preferencialmente aos odores das plantas de
pimentdo tratadas com cis-jasmona, quando comparadas com o controle (P=0, 001 pelo
teste de Wilcoxon) (Fig. 4). Este resultado indica que a cultivar All Big necessitou de

uma substancia quimica indutora de volateis para eliciar uma resposta no
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comportamento do parasitdide A. colemani. Estes resultados estdo de acordo com os de
Bruce et al. (2008), que verificaram que o parasitdide Aphidius ervi foi atraido pelos
compostos volateis emitidos das plantas de A. thaliana tratadas com cis-jasmona, mas
nao foi pelos compostos volateis das plantas ndo tratadas. O parasitoide A. ervi também
foi atraido por compostos volateis de plantas de trigo (Bruce et al. 2003a) e fava (Birkett
et al. 2000) induzidos.

ns

Tempo médio gasto (min] (£ E.P.)
[

Sem Cisjasmona Controle

Figura 3 - Resposta de A. colemani aos odores emitidos por plantas de piment&o
(Capsicum annuum) da variedade All Big sem aplicagdo da cis-jasmona (P>0,05 pelo
teste de Wilcoxon).

Tempo médio gasto (min) (* E.P.}

Com Cis-jasmona Controle

Figura 4 - Resposta de A. colemani aos odores emitidos por plantas de piment&o
(Capsicum annuum) da variedade All Big apés aplicacdo da cis-jasmona (P<0,01 pelo
teste de Wilcoxon).
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6.3.3.4 Efeito da aplicagdo de cis-jasmona em plantas de pimentdo sobre a
incidéncia de pulgdes em estufa plastica.

O ensaio realizado em estufa plastica apresentou reducgdo significativa na
infestacdo das plantas de pimentéo tratadas com cis-jasmona em relagéo as ndo-tratadas
(Tabela 2). Verifica-se que a aplicagdo da cis-jasmona reduziu a infestagdo de A.
gossypii pela metade. Estes resultados confirmam aqueles obtidos em ensaios com
olfatbmetro que mostraram que os afideos foram repelidos pelos volateis das plantas
tratadas com cis-jasmona. Estes resultados evidenciam que a utilizagdo da cis-jasmona
tem potencial para reduzir a infestagdo de A. gossypii em plantios de pimentdo em
cultivo protegido. Porém, mais ensaios nestas condi¢bes e em épocas distintas devem

ser realizados para confirmar os resultados obtidos.

Tabela 2 — Efeito da cis-jasmona sobre o nimero médio de A. gossypii (NMAG) em
plantas de pimentdo variedade All Big cultivadas em telado. Macei6, AL. 2010

Tratamentos NMAG F

Sem cis-jasmona 97,94 5,32 (P<0,05)

Com cis-jasmona 45,67

6.3.4. Conclusoes

A cis-jasmona aplicada sobre plantas de pimentdo modificou a emissdo de
volateis da cultivar All Big que tiveram acgdo de repeléncia ao pulgdo A. gossypii e acéo
atraente para o parasitdide A. colemani.

A utilizacdo da cis-jasmona tem potencial para ser utilizada em plantios de

pimentdo em cultivo protegido com a finalidade de reduzir a infestacdo de A. gossypii.
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6.4 Caracterizacdo quimica e divergéncia genética entre cultivares de pimentdo em

relacdo aos seus compostos organicos volateis

Resumo: Os metabolitos secundarios estdo envolvidos nas interacdes da planta com
outros organismos com Varias evidéncias do envolvimento dessas substancias na atracéo
de agentes polinizadores, dispersores de sementes, na prevencdo do crescimento de
outras plantas e na defesa contra agentes predadores e patogenos. Em estudos realizados
anteriormente constatou-se que o pulgdo A. gossypii e o parasitdide A. colemani
apresentaram comportamentos diferentes em relagdo a compostos orgéanicos volateis
emitidos por cultivares de pimentdo. Para ter uma melhor compreensdo da base deste
comportamento, tentou-se identificar a composicdo quimica desses compostos e
determinar a variabilidade genética existente entre as cultivares de pimentdo em relacéo
aos compostos organicos volateis emitidos. Assim, coletaram-se volateis das plantas de
sete variedades antes e ap0s a infestacdo com o pulgdo A. gossypii e as amostras foram
analisadas por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. Baseado
nesses resultados, analises estatisticas uni e multivariadas foram realizadas para
determinagdo da variabilidade genética entre as variedades. Os resultados obtidos
mostram que existe variabilidade genética entre as variedades de pimentdo testadas em
relacdo & emissdo de compostos organicos volateis antes e apds infestacdo de pulgdes,
evidenciando que estes poderdo ser utilizados como marcadores em programas de

melhoramento genético, visando resisténcia ao pulgéo A. gossypii.

Palavras-chave: Semioquimicos, variabilidade genética, Capsicum spp., ecologia

quimica
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Abstract: The secondary metabolites are involved in plant interactions with other
organisms with some evidence of the involvement of these substances in attracting
pollinators, seed dispersers, in preventing the growth of other plants and defense agents
against predators and pathogens. In previous studies it was found that the aphid A.
gossypii and the parasitoid A. colemani showed different behaviors in relation to volatile
organic compounds emitted by pepper cultivars. To gain a better understanding of the
basis of this behavior, we tried to identify the chemical composition of these
compounds and determine the genetic variability among cultivars of pepper in relation
to volatile organic compounds emitted. Thus, volatiles were collected from seven
varieties of plants before and after infestation with the aphid A. gossypii and the
samples were analyzed by gas chromatography / mass spectrometry. Based on these
results, univariate and multivariate statistical analysis were performed to determine the
genetic variation among varieties. The results show that genetic variability among the
varieties of peppers tested for emissions of volatile organic compounds before and after
aphid infestation, suggesting that they may be used as markers in breeding programs for

resistance to the aphid A. gossypii.

Key Words: Semiochemicals, genetic variability, Capsicum spp., Chemical ecology



116

6.4.1 Introducéo

A maioria das plantas produz uma gama bastante semelhante de substancias
quimicas conhecidas como compostos do metabolismo primario. Este grupo de produtos
quimicos inclui compostos como celulose, lipideos e agucares, que estdo envolvidos
exclusivamente nos processos fisioldgicos fundamentais da planta (Schoonhoven et al.
2005). Além disso, as plantas produzem compostos do metabolismo secundario, que s&o
encontrados em téxons especificos e ndo tém um papel aparente no metabolismo
primério. Este grupo de produtos quimicos inclui composto como alcal6ides,
terpendides, fendis e um grupo comum conhecido como volateis de folhas verdes, entre
outros. O papel dos compostos do metabolismo secundério das plantas nas interaces
ecoldgicas € fundamental, uma vez que podem afetar a sanidade, taxas de reproducdo e
as respostas comportamentais das outras espécies (insetos) envolvidas nas interacbes. O
seu papel em uma escala multitréfica varia de defesas diretas e indiretas nas plantas
além de estimular atividades dos insetos como a de oviposi¢do e herbivoria. Compostos
do metabolismo secundério podem ser induzidos quando o0s insetos iniciam a
alimentac8o sobre a planta ou mesmo quando entram em contato com a superficie foliar.
Plantas ndo-danificadas também podem liberar metabdlitos secundérios e alguns deles
sdo pequenos o suficiente para serem langados como compostos volateis através dos
estbmatos abertos nas folhas. Além disso, muitas substincias do metabolismo
secundério sdo liberadas em diferentes proporcfes quando as plantas sdo danificadas
por herbivoros (Schoonhoven et al. 2005).

Muito se tem feito no sentido de se elucidar quais fungbes os metabolitos
secundarios desempenham na fisiologia vegetal. Atualmente, trata-se de uma &rea em
franco desenvolvimento, que j& obteve um volume de informacdes significantes sobre o
papel de inimeras substancias no sistema de defesa das plantas e suas interagdes com
outros organismos vivos (Harbone 1988).

Uma viséo bastante difundida atualmente é de que esses metabdlitos secundérios
estdo envolvidos nas interacBes da planta com outros organismos, ja tendo sido
relatadas vérias evidéncias do envolvimento dessas substancias na atragdo de agentes
polinizadores, dispersores de sementes, na prevengdo do crescimento de outras plantas e
na defesa contra agentes predadores e patdgenos (Dewick 2001, Wenny 2000, Eby

1998, Cipollini et al. 1994). Eles sdo considerados desta maneira, extremamente
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importantes no que se refere & sobrevivéncia e reproducdo da planta apresentando
caracteristicas adaptadas que foram submetidas & sele¢do natural durante a evolucdo
(Wink 2003).

Estudos realizados anteriormente mostram que o pulgdo A. gossypii apresentou
comportamento diferente em relacdo aos compostos organicos volateis emitidos por
cultivares de pimentdo (Costa et al., 2010). Para ter uma melhor compreenséo da base
deste comportamento, tentou-se identificar a composicdo quimica e determinar a
variabilidade genética existente entre as cultivares de pimentdo em relacdo aos

compostos organicos volateis emitidos.

6.4.2 Material e Métodos

6.4.2.1 Coleta de volateis e Analises em Cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas

Os volateis foram coletados de quatro plantas infestadas e quatro ndo-infestadas
das sete cultivares de pimentdo. Os volateis foram coletados utilizando-se o adsorvente
Porapak Q (80/100 mesh, 0.05 g, Supelco). As plantas foram colocadas em sacolas
plasticas como descrito por Stewart-Jones and Poppy (2006), isolando o pote com o
solo com papel aluminio. Ar filtrado por carvdo ativado foi injetado dentro da sacola
plastica a um fluxo de 400 mL/min. por planta. Tubos com Porapak Q foram usados no
topo da sacola e o ar foi coletado com um fluxo de 400 mL/min. para cada planta. As
plantas foram aeradas por um periodo de 24 horas. Apoés este periodo os volateis foram
dessorvidos do Porapak Q com 500 pL de éter dietilico e armazenado a -20 °C até a
injecdo no cromatografo gasoso acoplado a espectrometria de massa (GC/MS). O
sistema de GC/MS utilizado foi QP5050A marca, usando coluna DB-5 (30m x 0 25 mm
di x 0.25 pm; J&W scientific) utilizando hélio como o gas carreador. Os parametros
usados para analise iniciaram com uma temperatura de 30°C a 250 °C com uma taxa de
8 °C/min, a temperatura do injetor e detector foi de 250 °C e 280°C respectivamente. Os
compostos foram tentativamente identificados pela comparagéo dos espectros de massa
pela biblioteca Wiley. Os compostos foram identificados por comparacéo automatica
usando o banco de dados Wiley MS (Wiley Class 5000, sexta edi¢cdo) usando o
GCMSolution software. Somente os compostos com espectros de massa superior a 85%

de similaridade com os espectros de referéncia foram considerados.
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6.4.2.2 Analises estatisticas

6.4.2.2.1 Analise geral dos volateis

Foi realizada uma caracterizagdo das cultivares em relagdo ao numero de
compostos organicos volateis produzidos antes da infestacdo e apds a infestacdo. Nessa
caracterizagdo procurou-se quantificar os compostos presentes em cada cultivar da
seguinte forma: a) presentes somente antes da infestagdo, b) presentes somente ap6s a
infestacdo, c) presentes antes e apds a infestagdo. Além disso, verificou-se em cada
cultivar e para cada composto se 0 mesmo foi modificado pela acdo da herbivoria
(aumentou ou diminuiu a &rea relativa). Para esses dados aplicou-se o teste Q de

Cochran para detectar a existéncia de significancia.

6.4.2.2.2 Analise individual dos volateis

A comparac@o das emissdes de compostos volateis individual foi realizada para
as cultivares com e sem infestacdo. Anlise de variancia foi realizada considerando 0s
valores registrados para cada composto quimico encontrado em cada repeti¢do
(representada como a proporcao de um determinado composto volatil para o respectivo
montante total emitido por aquela repetigdo). Quando foram detectadas diferengas

significativas aplicou-se o teste de comparacdo maltipla de Scott & Knott.

6.4.2.2.3 Analise multivariada

Técnicas estatisticas multivariadas foram utilizadas com a finalidade de
determinar a existéncia de variabilidade genética entre as cultivares de pimentdo em
relacdo aos compostos organicos volateis emitidos antes e apds a infestacdo por A.
gossypii. Para isso, aplicaram-se técnicas multivariadas como analise de componentes
principais, com os cultivares sendo agrupados pelo método de Tocher (Cruz e Regazzi

2001). As analises foram realizadas com o auxilio do software Genes (Cruz 2006).
6.4.3 Resultados e discussao
6.4.3.1 Numero de compostos quimicos emitidos

As analises de GC/MS foram realizadas sobre os volateis das plantas das sete

cultivares com e sem infestagdo. Estas analises revelaram que, no geral, 68 diferentes
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compostos quimicos volateis foram detectados (Tabelas 1 e 2). Em relagdo a emisséo
das plantas antes da infestacdo, verificou-se que o nimero de compostos revelados
variou de 22 (na cultivar Cambuci) a 28 (nas cultivares All Big e Casca Dura Ikeda),
com uma média geral de 25 compostos (Tabela 1). Estes resultados foram
significativamente diferentes quando comparados pelo teste Q de Cochran (P<0,01). J&
em relacdo a emissdo das plantas ap6s a infestacdo verificou-se que o nimero variou de
18 (cultivares | e ASS) a 35 (na cultivar Cambuci), com uma média de 24 compostos,
também apresentando diferenga significativa pelo teste Q de Cochran (P<0,01) (Tabela
2).

Considerando-se a andlise das cultivares que apresentaram mudancas em relagao
aos compostos antes e apos a infestacdo verificou-se que houve uma variagdo de 16
(cultivar Cambuci) a 32 (cultivar Casca Dura Ikeda), com diferenca estatistica sendo

detectada a 5% de probabilidade pelo teste Q de Cochran (Tabela 3).
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Tabela 1 — Presenca (+) e auséncia (-) dos compostos organicos volateis em sete
cultivares de pimentdo antes da infestagdo pelo pulgdo A. gossypii.

Pico PC PAB PDC PCDI PYW PI501 PASS Total
1-Dodecanol - - - - - - - 0
1-Dodeceno, 2-¢til - + + - + + - 4
1-Heptanol, 6-metil - - - - - - - 0
1-hepteno, 5-metil - - - - - - - 0
1-Hexadecanol, 2-metil - - + - - - - 1
1-Hexadeceno + + + + + + + 7
1-Nonanol - - - - + - - 1
1-Tetradeceno + + + + + + - 6
1-Undecanol - + - - - - - 1
2 — oxo Propanal - - + - - - + 2
2-Dodecenal - - - + - - - 1
2-Dodecenal - - - + - - - 1
2-Pentanol - - - + - - - 1

]
]
]
+
]
]
]
[EEN

2-Pentanona, 4-hidroxi-4-metil

2-Propanol, 1-(2-propeniloxi) - - - - - - - 0
2-Propanol,1-metoxi + + + + + - + 6
2-Undeceno, 3-metil - - - - + - - 1
3-Etilacetofenona + + + + + + + 7
3-Hidroxi-2-butanona + + + + + + + 7
3-metilheneicosano - - - - - - - 0
3-Penteno-2-ol - - - - - - - 0
4-Etilacetofenona + + + + + + + 7
4-Etilbenzaldeide + - - - - - - 1
Acetofenona - - - - - + - 1
Acetofenona, 4’-etoxi - - - - + - - 1
Acido 2 — oxo - Propanéico - - + + - - + 3
Acido 2-Undecendico - - - - - - - 0
Acido Acético - - - + - - - 1

Acido Acético etenil éster + + - + - - - 3
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Continuacgéo

Acido Benzdico

Acido Dodecantico

Acido Férmico

Acido Octandico
Alloocimeno

Benzaldeide, 4(1-metiletil)

Benzenemetanol alpha alpha
dimetil

Butano, 2—etoxi
Camphor

Decanal

Decano

Dodecano

Etanol, 2-(eteniletoxi)
Etanol, 2-fenoxi
Etanona, 1(3-Hidroxiphenyl)
Etanona, 1-phenyl
Etil acetato

Etil benzaldeide

Fenol

Fenol, 2-metoxi-4-(2-propenil)

Heptadecano
Hexadecano
Hexadecano
Metanona, diphenyl
Naftaleno

Nonanal
Pentadecano
Propano, 2-etoxi
Tridecano

Tridecanol




122

Continuacgéo

Undecano - - - - - - - 0
Etanona, 1,1-dietoxi + + + + + - + 6
Etanona, 1,1-dietoxi - + - - - - - 1
2,3-Butanediol + + + + + + + 7

1,4-Benzenedicarboxaldeide

+
+
+
+
+
+
+
~

1,4-Benzenedicarboxilico

+
+
+
+
+
+
+
~

Etanona, 1,1’-(1,4-phenileno) + + + + + + + 7

Etanona, 1-(2,4-dimetilphenyl)

+
+
+
+
+
+
+
~

3,4-Metilenedioxiacetofenona - - - - - - - 0

Total 22 28 26 28 24 23 24 (68-16)

Teste Q de Cochran 24,13** X*(6gl, 0,01) =16,81
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Tabela 2 — Presenca (+) e auséncia (-) dos compostos organicos volateis em sete
cultivares de pimentdo apds a infestacéo pelo pulgéo A. gossypii.

Composto PC PAB PDC PCDI PYW PI501 PASS Total
1,4-Benzenedicarboxaldeide + - - - - - + 2
1-Dodecanol - - - - - + - 1
1-Dodeceno, 2-¢til + + + + + + + 7
1-Heptanol, 6-metil - + - - - - - 1
1-hepteno, 5-metil - - - - + - - 1
1-Hexadecanol, 2-metil - - - - - - - 0
1-Hexadeceno + + + + + + + 7
1-Nonanol - - - - - - - 0
1-Tetradeceno + + + + + + - 6
1-Undecanol + - - - - - - 1
2 — oxo — propanal + - + - - - - 2
2,3-Butanediol + + + + + + + 7
2-Dodecenal - - - - - - - 0
2-Dodecenal - - - - - - - 0
2-Pentanol - - - - - - - 0
2-Pentanona, 4-hidroxi-4-metil + - - - - - - 1
2-Propanol, 1-(2-propeniloxi) - - - + - - - 1
2-Propanol,1-metoxi + - + + + + + 6
2-Undeceno, 3-metil - - - - - - - 0
3,4-Metilenodioxiacetofenona - - - + - - - 1
3-Etilacetofenona + + + + + + + 7
3-Hidroxi-2-butanona + + + + + + + 7
3-metilheneicosano - + - - - - - 1
3-Penteno-2-ol + - - - - - - 1
4-Etil benzaldeide + - - - - - - 1
4-Etilacetofenona + + - + + - + 5
Acetofenona - - - - - - - 0
Acetofenona, 4’-etoxi - - - - - - - 0

Acido 1,4-Benzenedicarboxilico  + + + + + + + 7
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Continuacgéo

Acido 2 — oxo — propandico
Acido 2-Undecenoico
Acido Acético

Acido acético etenil éster
Acido Benzodico

Acido Dodecanoico

Acido Férmico

Acido Octandico
Alloocimeno

Benzaldeide, 4(1-metiletil)

Benzenemetanol alfa alfa
dimetil

Butano, 2-etoxi

Camphor

Decanal

Decano

Dodecano

Etano, 1,1-dietoxi

Etanol, 2-phenoxi

Etanona, 1-(2,4-dimetilphenyl)
Etanona, 1(3-Hidroxiphenil)
Etanona, 1,1°-(1,4-phenileno)
Etanona, 1,1-dietoxi
Etanona, 1-phenyl

Ethanol, 2-(etheniletoxy)

Etil acetato

Etil benzaldeide

Fenol

Heptadecano

Hexadecano

Hexadecano
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Continuacgéo

Metanona, diphenil - - - - - - - 0
Naftaleno - - - - - - - 0
Nonanal + + + + + + + 7
Pentadecano - - - - + - - 1
Phenol, 2-metoxi-4-(2-propenil) - - - - - - - 0
Propano, 2-etoxi + + + - - - - 3
Tridecano + - - - - - - 1
Tridecanol - - - - + - - 1
Undecano - + - - - - - 1
Total 35 26 24 27 21 18 18 (68-17)

Teste Q de Cochran 42,38** X*(6gl, 0,01) =16,81
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Tabela 3 — Situacdo dos compostos organicos volateis em sete cultivares de pimentéo
com relacdo a presenca (+) ou auséncia (-) de modificacdo apds a infestagdo pelo
pulgdo A. gossypii.

Composto PC PAB PDC PCDI PYW PI501 PASS Total
1,4-Benzenedicarboxaldeide - - - - - - + 1
1-Dodecanol - - - - - + - 1
1-Dodeceno, 2-¢til - + + + + + + 6
1-Heptanol, 6-metil - + - - - - - 1
1-hepteno, 5-metil - - - - + - - 1
1-Hexadecanol, 2-metil - - + - - - - 1
1-Hexadeceno - + + + + + + 6
1-Nonanol - - - - + - - 1
1-Tetradeceno - + + + + + - 5
1-Undecanol + - - - - - - 1
2 — oxo — propanal + - + - - - - 2
2,3-Butanediol + + + + + + + 7
2-Dodecenal - - - + - - - 1
2-Dodecenal - - - + - - - 1
2-Pentanol - - - + - - - 1
2-Pentanona, 4-hidroxi-4-metil + - - - - - - 1
2-Propanol, 1-(2-propeniloxi) - - - + - - - 1
2-Propanol,1-metoxi + + + + + + + 7
2-Undeceno, 3-metil - - - - + - - 1
3,4-Metilenodioxiacetofenona - - - + - - - 1
3-Etilacetofenona - + + + + + + 6
3-Hidroxi-2-butanona - + + + + + + 6
3-metilheneicosano - + - - - - - 1
3-Penten-2-ol + - - - - - - 1
4-Etilacetofenona - + - + + - + 4
4-Etilbenzaldeide - - - - - - - 0
Acetofenona - - - - - + - 1

Acetofenona, 4’-etoxi - - - - + ; - 1
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Continuacgéo

Acido 1,4-Benzenedicarboxilico
Acido 2 — oxo — propandico
Acido 2-Undecenoico
Acido Acético

Acido acético etenil éster
Acido Benzodico

Acido Dodecantico

Acido Fémico

Acido Octandico
Alloocimeno

Benzaldeide, 4(1-metiletil)

Benzenemetanol alfa alfa
dimetil

Butano, 2-etoxi

Camphor

Decanal

Decano

Dodecano

Etano, 1,1-dietoxi

Etanol, 2-(eteniletoxi)

Etanol, 2-fenoxi

Etanona, 1-(2,4-dimetilphenil)
Etanona, 1(3-Hidroxiphenil)
Etanona, 1,1°-(1,4-phenilene)
Etanona, 1,1-dietoxi

Etanona, 1-phenil

Etil acetato

Etil benzaldeide

Fenol

Fenol, 2-metoxi-4-(2-propenil)

Heptadecano
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Continuacgéo

Hexadecano + - - - - - - 1
Metanona, diphenil - - - - - - + 1
Naftaleno - - - + - - - 1
Nonanal + + + + + + + 7
Pentadecano - + - + + + - 4
Propano, 2-etoxi + + + - - - - 3
Tridecano + - - - - - - 1
Tridecanol - - - - + - - 1
Undecano - + - - - - - 1
Total 16 28 25 32 25 20 20

Teste Q de Cochran 12,48* X?(6gl, 0,06) =12,20

Na Tabela 4 encontram-se os resultados relativos ao efeito da herbivoria sobre o
niamero de compostos organicos volateis emitidos pelas sete cultivares de pimentéo.
Verifica-se que houve diferenga significativa entre os cultivares, demonstrando a
existéncia de variabilidade genética em relagdo a resposta ao A. gossypii. Resultados

semelhantes foram obtidos por Von Ellrichshausen (2008) com cultivares de Brassicas.

Tabela 4 — Efeito da herbivoria sobre a emissdo do nimero de compostos organicos
volateis emitidos por sete cultivares de pimentéo

Cultivar Compostos Desvio Padrdo
PC 1462 B 2,72

PAB 18,00 A 1,31

PDC 18,25 A 1,58

PCDI 16,62 B 1,06

PYW 16,25 B 191

P1501 1525B 0,89

PASS 1550 B 0,92

Média 16,36 -

C.V. (%) 10,08 -
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6.4.3.3 Emissdo individual de volateis

Na Tabela 5 encontram-se os resultados relativos & proporcdo média de cinco
compostos organicos volateis emitidos antes e apos a infestacdo do pulgdo A. gossypii
por sete cultivares de pimentéo presentes em todas as repeti¢des. Verifica-se que houve
diferenca significativa para efeito de cultivar, tratamento (com e sem infestagdo) e
interagdo cultivar x tratamento para os compostos 2,3-Butanediol e Nonanal. Estes
resultados evidenciam que a emissdo destes dois compostos é influenciada pelas
cultivares, pela herbivoria e também pela interacdo cultivar x herbivoria (alguns
cultivares apresenta diferenca na emissdo destes compostos antes e apés a infestacéo).
J& o composto 3-etilacetofenona apresentou significancia apenas para o efeito de
cultivar, evidenciando que o efeito da herbivoria néo afetou o ranking das cultivares em
relagdo a este composto. Os compostos Butano, 2-etoxi e Etanona, 1,1” — (1,4-fenileno)
ndo apresentaram significancia para nenhum dos efeitos testados (cultivar, herbivoria e

interagdo cultivar x herbivoria).



Tabela 5 — Proporgdo média (%) de cinco compostos organicos volateis emitidos por

sete cultivares de piment&o com e sem infestacéo pelo pulgdo A. gossypii.

Cultivar 2,3- Butano, Nonanal Etanona, 3-Etilacetofenona
Butanediol 2-etoxi 1,1’ —(1,4-
fenileno)
Sem
Infestacéo
PC 2,22+0,08B 6,79+ 0,22+0,05 0,97 +0,63 0,35+ 0,08
0,23 B
PAB 2,19+0,96B 5,54+ 0,26+0,01 0,76+0,25 0,96 + 0,43
0,11 B
PDC 1,72+0,32B 594+ 0,22+0,01 1,31+0,45 0,23+ 0,01
0,60 B
PCDI 489+022A 12,26+ 0,22+0,07 3,61+291 0,23+ 0,01
2,79 B
PYW 2,83+0,54B 4,62+ 0,32+0,01 0,33+0,09 0,50 + 0,09
0,39 B
Pl 501 2,40+0,70B 3,76 + 0,25+0,01 1,60+0,29 0,56 + 0,07
0,11 B
PASS 6,18+0,82 A 5,68+ 0,54+0,26 1,32+0,07 0,73+ 0,28
0,59 A
Infestadas
PC 797+0,23 5,56+ 0,48 + 3,88+361 050+0,11
A 0,23 0,11 D
PAB 0,92+0,07 6,01+ 0,91 + 1,16+0,83 043+0,13
C 0,82 0,05C
PDC 3,17+185 9,97+ 0,23 + 0,62+0,26 0,49+0,19
B 3,43 0,02 E
PCDI 414+0,64 12,32+ 0,01+ 0,52+0,28 0,01+0,00
B 2,45 0,00 F
PYW 1,36 +0,32 4,64 + 0,56 + 0,33+0,03 0,16 +0,02
C 1,34 0,04 D
P1 501 240+0,70 8,22 + 19,79 + 0,91+0,03 0,29+0,05
B 1,00 439 A
PASS 1,35+0,69 947 + 12,34 + 1,08+0,17 0,86 +0,54
C 3,56 11,98 B
Média
PC 5,09 6,17 0,35 2,42 0,42 B
PAB 1,55 5,77 0,58 0,96 0,69 A
PDC 2,45 7,95 0,22 0,96 0,36 B
PCDI 451 12,29 0,11 2,06 0,12 C
PYW 2,10 4,63 0,44 0,33 0,33B
P1 501 1,65 5,99 10,02 1,25 0,42 B
PASS 3,77 7,57 6,44 1,20 0,79 A
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6.4.3.4 Divergéncia genética entre cultivares de piment&o por intermédio de anélise

multivariada

Na Tabela 6 estdo apresentadas as estimativas de autovalores com base na
analise dos componentes principais das variaveis dos compostos organicos volateis de
pimentdo. Considerou-se apenas o0s autovalores maiores que um (1,0) como
significantes e aqueles menores que um foram considerados ineficientes e portanto
descartados (Hair et al. 2007). Assim, seis componentes foram apresentados e destes 0S
quatro primeiros explicaram 77,98% da variabilidade existente, sendo 0os compostos 28,
3, 11 e 6 os que mais contribuiram para a divergéncia genética a partir de seus
autovetores. A identificacdo de grupos realizada pelo método de agrupamento proposto
por Tocher possibilitou a divisdo dos sete gendtipos em 4 grupos (Tabela 7). O grupo |
foi formado por trés genotipos; o grupo Il foi formado por dois gen6tipos; e 0s grupos
Il e IV apresentaram um gendtipo cada. E esperado que 0s gendtipos apresentem alta
similaridade dentro de cada grupo e alta dissimilaridade entre gendtipos de grupos

diferentes.

Tabela 6 — Estimativas dos autovalores () correspondentes as percentagens de variagao
explicadas pelos componentes principais das 29 varidveis dos compostos organicos

volateis de pimentéo sem infestacdo por pulgdes.

Componente Autovalor Explicacéo (%) Explicacéo
Principal acumulada (%)
M 7,1606416 24,6915 24,6915

A2 6,0432066 20,8383 45,5299

A3 5,0951216 17,5691 63,0990

Aa 4,3170663 14,8862 77,9852

As 3,9174115 13,5081 91,4933

A6 2,4667348 8,5059 99,9992
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Tabela 7 — Agrupamento estabelecido pelo método de Tocher entre sete cultivares de

pimentdo avaliados para 29 compostos organicos volateis emitidos sem infestacdo de

pulgdes

Grupo Genotipos

| PC PAB PYW
| PDC PASS
Il PCDI

v P1501

As estimativas de autovalores com base na anélise dos componentes principais
das varidveis dos compostos orgénicos volateis de pimentdo apds a infestacdo por
pulgbes encontram-se na Tabela 8. Seguindo a metodologia citada anteriormente
considerou-se apenas os autovalores maiores que um (1,0) como significantes e aqueles
menores que um foram considerados ineficientes e portanto descartados. Desta forma,
seis componentes foram apresentados e destes os quatro primeiros explicaram 80,75%
da variabilidade existente, sendo os compostos 21, 13, 1 e 8 aqueles que mais
contribuiram para a divergéncia genética a partir de seus autovetores. A identificagdo de
grupos realizada pelo método de agrupamento proposto por Tocher possibilitou a
divisdo dos sete genotipos em 5 grupos (Tabela 9). Os grupos | e Il foram formados por
dois gendtipos; e os grupos 11, 1V e V apresentaram um geno6tipo cada. Constata-se que
houve diferenca na formagdo dos grupos entre pimentdo infestado e ndo-infestado.
Além do nimero de grupos ter modificado, também, houve modificacdo em relagdo aos
gendtipos que formaram cada agrupamento. Estes resultados realcam resultados
anteriores sobre 0 comportamento  desses genOtipos em relagdo a
resisténcia/suscetibilidade ao pulgéo Aphis gossypii.

Variacdo na producéo de compostos organicos volateis tem sido identificada em
cultivares de milho (Hoballah et al. 2004), algoddo (Loughrin et al. 1995), arroz (Lou et
al. 2006), cenoura (Nissinen et al. 2005), péra (Scutareanu et al. 2003), gérbera (Krips et
al. 2001), tomate (Thaler 2002), 16tus (Ozawa et al. 2000) e cruciferas (Bukovinszky et
al. 2005 e Von Ellrichshausen 2008).
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Tabela 8 — Estimativas dos autovalores (1) correspondentes as percentagens de variagdo
explicadas pelos componentes principais das 29 varidveis dos compostos organicos

volateis de pimentéo infestado por pulgdes.

Componente Autovalor Explicacéo (%) Explicacéo
Principal acumulada (%)
M 7,785987 26,8478 26,8478

A2 7,0745 24,3944 51,2422

A3 5,293881 18,254455 69,4966

Aa 3,263308 11,2526 80,7492

As 2,860020 9,8620 90,6111

A6 2,722129 9,3865 99,9977

Tabela 9 — Agrupamento estabelecido pelo método de Tocher entre sete cultivares de

pimentdo avaliados para 29 compostos organicos volateis emitidos apds infestagéo por

pulgdes

Grupo Genotipos

| PDC PCDI
| PI1501 PASS
Il PAB

v PYW

V PC

6.4.4 Conclusoes

Existe variabilidade genética em Capsicum em relacdo a emissdo de compostos
organicos volateis antes e ap0s infestacéo de pulgdes;

A variabilidade genética entre os genoétipos, apds a infestagdo, indica que os
compostos organicos volateis apresentam-se como variaveis que podem ser utilizadas
como marcadores para selecdo e desenvolvimento de cultivares de pimentdo resistente

ao pulgédo Aphis gossypii.
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7. CONCLUSOES GERAIS

Verificou-se que existe variabilidade genética entre os gendtipos de Capsicum
em relacdo a susceptibilidade ao A. gossypii;

Dentre os materiais mais conhecidos comercialmente 0s gendétipos Yolo
Wonder, All Big e Italiano Amarelo foram considerados como suscetiveis;

O gendtipo Cambuci por ter apresentado resisténcia do tipo ndo preferéncia pode
ser utilizado em programas de melhoramento genético visando cultivares de
Capsicum mais resistentes ao A. gossypii.

Houve diferencas significativas entre os efeitos dos compostos volateis das
cultivares Cambuci e All Big sobre os comportamentos do afideo A. gossypii e
do parasitoide A. colemani;

Os compostos volateis emitidos pela cultivar Cambuci ap6s a infestacdo exerceu
efeito repelente ao pulgdo A. gossypii e atrativo ao parasitdide A. colemani
influenciando na interagdo tritrofica planta, herbivoro e parasitoide;

Os compostos volateis emitidos pela cultivar All Big, mesmo ap6s a herbivoria,
nao exerceram efeito sobre o comportamento dos insetos estudados.

A cis-jasmona aplicada sobre plantas de pimentdo da variedade All Big
proporcionou emissdo de compostos volateis que tiveram acéo de repeléncia ao
afideo A. gossypii e acdo atraente para parasitdide A. colemani.

Existe variabilidade genética entre as cultivares de pimentdo em relacdo a
emissdo de compostos organicos volateis antes e ap6s infestacdo por afideos;

A variabilidade genética entre os gendétipos, apds a infestacdo, indica que os
compostos organicos volateis apresentam-se como varidveis que podem ser
utilizadas para selegdo e desenvolvimento de cultivares de pimentdo resistentes

ao afideo A. gossypii.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

Estudos envolvendo semioquimicos apresentam potencial para uso futuro no
controle mais eficaz de pragas na agricultura. Até o presente momento, principalmente
no Brasil, as pesquisas neste campo tém dado mais énfase aos feromonios. Entretanto,
0s outros tipos de semioquimicos também merecem mais atencdo por parte dos
pesquisadores. Assim, estudos envolvendo as substancias que atuam como sinomdénios
necessitam de mais estudos para que possam ser utilizados em programas de controle de
pragas. Dessa forma pesquisas sobre identificagdo das substancias, o efeito causado por
elas sobre o comportamento dos insetos, a variabilidade genética existente entre 0s
gendtipos para estas substancias e estudos sobre gendmica, protedmica e metabolémica
relacionados a resisténcia das plantas as pragas com certeza trardo resultados
importantes para a agricultura.

Assim, o trabalho desenvolvido teve como objetivo gerar conhecimentos que
venham contribuir para o controle de pragas de forma a proporcionar menos impactos
sobre o ambiente. O uso de variedades resistentes é extremamente Gtil para o produtor,
pois além de ndo implicar em custo extra para 0 mesmo, ainda viabiliza, em muitos
casos, a utilizagdo conjunta de outras técnicas, como o controle bioldgico, quimico e
cultural. Por isso a importancia de identificar fontes de resisténcia as principais pragas
das culturas. Associada a resisténcia é importante determinar o papel dos compostos
volateis na protecdo das plantas. Os compostos volateis podem ser usados para proteger
as culturas contra o ataque de pragas. Aumentando-se o fluxo metabdlico dos
compostos volateis envolvidos na repeléncia de herbivoros e/ou a na atracdo de
parasitoides e predadores, melhoraria a protecdo das culturas em seu meio natural e
proporcionaria uma alternativa de controle biol6gico. Assim, o desenvolvimento de
variedades que respondam de uma maneira efetiva ao ataque de pragas é um objetivo a
ser alcancado. Outra forma interessante de controle de pragas € a indugdo de resisténcia.
Uma cultivar suscetivel pode ser induzido por substancias quimicas para responder aos
ataques de praga.

Dentre os resultados obtidos nesse estudo podemos destacar dois que podem ser
de aplicagdo imediata: a identificacdo de uma cultivar de pimentdo que apresenta
resisténcia tipo ndo-preferéncia ao pulgéo A. gossypii e a utilizagdo de cis-jasmona em

cultivar de pimentéo suscetivel como indutora de resisténcia ao A. gossypii.



