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RESUMO

O feijdo caupi, Vigna unguiculata (L.) Walp. (Fabaceae), € uma leguminosa importante
principalmente na dieta humana, pois este é rico em proteinas, vitaminas e minerais, além de
conter todos os aminoacidos essenciais. Apesar de rastico, um dos fatores limitantes para a
producéo sdo as pragas, do qual se destaca o pulgéo preto, Aphis craccivora craccivora Koch
1854 (Hemiptera: Aphididae). O controle desta praga usando inseticidas é eficiente, porém
tem implicacOes de ordem ambiental, econdmicos e de seguranca. Esses problemas podem ser
reduzidos usando varias estratégias para o controle da praga como: plantas resistentes,
semioquimicos e indutores de resisténcia. Por isso o presente trabalho teve como objetivo
estudar o papel da cis-jasmona na ativagdo do mecanismo de defesa do feijao caupi para
resisténcia ao pulgdo preto. Para tal foram escolhidas trés cultivares (TVu408, Vita 7 e
Gurguéia). Um conjunto de etapas foram seguidas desde o plantio, a criacdo do pulgdo em
laboratério, a avaliagdo da susceptibilidade das cultivares, aplicacdo da cis-jasmona para
ensaios de antibiose, coleta de compostos volateis antes e depois da infestagcdo, coleta de
compostos volateis apos aplicacdo da cis-jasmona, realizacdo de bioensaios comportamentais
em relagdo ao pulgéo preto e por ultimo fez-se a identificagdo de compostos volateis usando o
Cromatdgrafo gasoso acoplado ao espectrometro de massas e Cromatografo gasoso equipado
com detector com ionizagdo por chama. As principais conclusées obtidas neste trabalho
foram: A cultivar Gurguéia apesar de ser comercial foi considerada suscptivel na presente
pesquisa juntamente com Vita 7; Os compostos organicos volateis liberados pelas variedades
Vita 7 e Gurguéia ap6s aplicacdo da cis-jasmona foram significativamente repelentes ao
pulgdo preto, A. Craccivora; A cis-jasmona induziu resisténcia do tipo antibiose nas
cultivares Vita 7 e Gurguéia em teste de semi campo nas concentracdes 75g.ha™ e 100g.ha™ e
0s compostos organicos volateis produzidos pelas cultivares Vita 7 e Gurguéia apés
infestacdo exerceram efeito atratativo ao pulgdo Preto, A. Craccivora.

Palavras-chave: Cis-jasmona. A. craccivora. Ecologia quimica. Inducéo de resisténcia.



ABSTRACT

The cowpea, Vigna unguiculata (L.) Walp. (Fabaceae), is an important legume for human
diet, it is rich in protein, vitamins, minerals and all essential amino acids , but the big
problem in growing of this legume are pests. Among several pests that attack the cowpea, the
Aphis craccivora craccivora Koch 1854 (Hemiptera: Aphididae), is the principal pest
because it can cause indirect damage. The control of this pest using synthetics insecticides is
efficient, but has a negative environmental, economic and security impact. These problems
can be reduced by using environment-friendly strategies like: Plants resistance, resistance
inductors and other semiochemicals. Therefore this job investigated the role of cis-jasmone in
the activation of defence mechanism of cowpea to be resistant to cowpea aphid, A.craccivora.
To this, were chosen three cultivars (TVu408, Vita and Gurguéia 7). A series of steps were
followed since planting, the creation of the aphid in the laboratory, evaluation of cultivar
susceptibility, application of cis-jasmone for antibiosis tests, collection of volatile compounds
before and after infestation, collection of volatile compounds after application of cis-jasmone,
performing behavioral bioassays with aphid and finally was done the identification of volatile
compounds using a gas chromatograph coupled with mass spectrometry and Gas
Chromatograph equipped with flame ionization detector. The main conclusions of this study
were: The cultivar Gurguéia, despite being commercial was considered susceptible in this
research along with Vita 7; Volatile organic compounds released by the varieties Vita 7 and
Gurguéia after application of cis-jasmone were significantly repellent to the black aphid, A.
Craccivora; The cis-jasmone induced antibiosis resistance type in the cultivars Vita 7 and
Gurguéia in semi-field test of concentrations 75g.ha™and 100g.ha™ and the volatile organic
compounds produced by the Vita 7 and Gurguéia, after infestation, exercise attractive effect
to the black aphid, A. Craccivora.

Keywords: Cis-jasmone. A. craccivora. Chemical ecology. Resistance induction.
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1 INTRODUCAO

O feijao caupi, Vigna unguiculata (L.) Walp. (Fabaceae) é principalmente cultivado na
Africa tropical e os graos constituem uma fonte importante de proteinas na dieta humana. Esta
cultura € extensivamente produzida em 16 paises Africanos dos quais Nigéria e Niger,
produzem cerca de 2,9 milhdes e 1,5milhGes de toneladas por ano, que representa cerca de
75% da producdo mundial (FAO, 2010). Esta cultura também é comum na América Latina,
Asia e parte dos Estados Unidos da América do Norte (IITA, 2010). Esta cultura é praticada
principalmente por pequenos agricultores das regides Norte e Nordeste do Brasil, sendo uma
das principais alternativas sociais e econdmicas de suprimento alimentar, especialmente para
a populacao rural (FREIRE FILHO et al., 2005).

Segundo Moraes (2007), o feijdo caupi é uma alternativa social e econémica, devido a
possibilidade de geracdo de emprego e fornecimento alimentar rico em proteina,
principalmente para populagées rurais. Sua importancia como fonte proteica, reside nos teores
detectados nos gréos, pois segundo Silva et al. (2002), a composi¢cdo quimica de 45 gendtipos
de feijdo caupi apresenta teores de proteinas variando de 20,29 a 29,29%. Por isso esta
cultura é considerada a “carne de pobres”, para populagdes de baixa renda, pois devido a sua
rigueza em proteinas pode substituir a carne (IITA, 2010). Por outro lado é importante
referenciar que todas as partes do feijdo caupi, exceto as raizes sdo usadas para alimentacdo e
sdo ricas em vitaminas, proteinas e minerais (ABEBE; HATTAR; AI-TAWAHA, 2005).

Apesar da extensa area de producdo do feijio caupi na Africa, o rendimento por
hectare (produtividade) é relativamente pequeno. Estima-se que o rendimento médio em
monocultura é cerca de 1500Kg/ha nos Estados Unidos da América, 650Kg/ha na América do
Sul, mas muitas vezes abaixo de 400Kg/ha na Nigéria e nos outros paises Africanos (
OMONGO et al., 1997). O maior problema bioldgico na producéo do feijio caupi na Africa é
a alta infestacdo e danos causados por varios insetos pragas no campo e durante o seu
armazenamento (SINGH et al ., 1990; KARUNGI et al ., 1999; ). Em campos exclusivamente
de feijdo caupi sem uso de inseticidas as perdas do rendimento variam de 20%-100%
(YOUDEOWEI, 1989). O pulgdo preto, Aphis craccivora Koch 1854 (Hemiptera:
Aphididae), é considerado a principal praga do feijdo caupi em Africa, Asia e America Latina
(RAKHSHANI, 2005). Outras espécies de afideos, incluindo A. fabe scopoli, A. gossypii

Glover, Myzus persicae (Sulzer) e Picturaphis brasiliensis Moreira atacam o feijdo caupi, mas
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ndo causam danos econdmicos significativos (SINGH, 1990; SILVA et al., 2005).
Leguminosas e uma vasta gama de espécies cultivadas sdo hospedeiros do A. craccivora, mas
0 inseto ndo é restrito para esta familia (JABA et al., 2010). Estudos de preferéncia do
hospedeiro, mostraram que o feijdo caupi é que proporciona melhores condi¢cGes para o
desenvolvimento e reproducédo do A. craccivora (JABA et al., 2010).

Esse inseto pode atacar plantulas, as quais murcham e podem até morrer, enquanto que
as plantas mais velhas podem paralisar seu crescimento, com deformagéo de folhas e reducéo
no nimero de vagens. A presenca desta praga causa danos indiretos devido a transmisséo de
viroses (THOTTAPPILLY, 1990; SCHREINER, 2000; LIMA; STOLLIN; LIMA, 2005;
OBOPILE, 2006; ORAWU et al. 2013) e também pode deixar secre¢cdes que propiciam o
desenvolvimento de fungos que deixam uma camada que interfere nos processos
fotossintéticos (WATANABE; KITAGAWA, 2000; SHELTAR, 2001). Essa secre¢do sendo
rica em acucares e aminoacidos pode propiciar o aparescimento de formigas que protegem o
pulgdo dos inimigos naturais (VOLK, 1992; YAO et al., 2010).

Neste ambito, para controlar a populacdo desta praga o uso de inseticida tem sido
eficiente, pois os afideos sdo susceptiveis a muitos inseticidas (ANDREI, 2005). Muitos
inseticidas tém sido descritos em referéncias como sendo eficientes no controle do Aphis
craccivora (OFUYA, 1997). A aplicacdo no solo de granulos de 2,3-dihidro-2,2-dimetil-7-
benzofuranil metilcarbamato (carbofurano) (Figura 1 A) controla de forma eficiente a
infestacdo do feijdo caupi por pulgdo preto (OFUYA, 1997). Outra classe de inseticidas
promissores no controle de pulgbes sdo os neocotindides, como N-[1-[(6-Cloro-3-
piridil)metil]-4,5-dihidroimidazol-2-il]nitramida (imidacloprid) (Figura 1 B) (ZEWEN et al.,
2003). Por outro lado, o uso de inseticidas tem implicagdes de ordem ambiental e saude
(TORKEY et al., 2009) e econbmica, pois agricultores que exploram o feijdo caupi muitas
vezes sao pequenos produtores, que fazem da producdo de feijdo caupi eome fonte de
geracdo de emprego (FREIRE FILHO et al., 2005).
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Figura 1- Estruturas quimicas de Carbofurano (A) e do Imadaclorid (B).
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(A) 2,3-dihidro-2,2-dimetil-7-benzof uranil metilcarbamato

Fonte; ZHAO et al., 2010.

Em razédo do grande volume de agrotdxicos utilizados nesta cultura e dos seus efeitos
adversos, como o surgimento de biotipos resistentes, taticas do manejo integrado de pragas
(MIP) ganham énfase, como uso de variedades resistentes (HALL, 2003; OBOPILE;
OSITILE, 2010) e de semioquimicos, em particular os que induzem a resisténcia. Tais
praticas tém demonstrado boa capacidade de reducdo da populacdo de insetos-praga, trazendo
beneficios socioecondmicos e ambientais (VENDRAMIM, 1984; LARA, 1991; GALLO et
al., 2002).

O emprego de plantas resistentes, de modo geral, é compativel com outros métodos de
controle de pragas, pois permite a manutencdo de pragas em niveis inferiores ao de dano
econdbmico além de contribuir para a reducdo da aplicacio de defensivos e,
consequentemente, na reducdo nos custos de producdo (LARA, 1991; VENDRAMIM,1984).
O Instituto Internacional de Investigacdo de Agricultura Tropical da Nigéria identificou
algumas variedades de V. unguiculata resistentes a A. craccivora tais como: TVu36, TVu408,
TVu410, TVu 801, Tvu 2896 e TVu 3000 (SINGH, 1977; JACKAI; DAOUST, 1986;
SINGH, 1988). A resisténcia dessas variedades foi descrita como sendo por antibiose
(OFUYA, 1988; SILVA, 2012).
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A ativacdo de mecanismos de defesa em plantas por meio dos seus proprios sinais
quimicos oferece uma nova forma de controle de pragas. Recentemente, pesquisas tém
mostrado que o constituinte volatil comum a varias plantas, cis-jasmona, pode ativar as
defesas vegetais tornando-as menos atrativas aos insetos herbivoros, e mais atrativos a
inimigos naturais destas pragas, como por exemplo, vespas parasitoides (BIRKETT et al.,
2000; COSTA, 2010; HEGDE et al., 2012 ). Foi demonstrado que 0 uso da cis-jasmona em
campo reduziu populagdes de pulgdo dos cereais Sitobion avenae (BRUCE; PICKET,;
SMART, 2003).

Atualmente foram descobertas as propriedades semioquimicas da cis-jasmona,
considerado mais versatil (BIRKETT et al., 2000; BRUCE et al., 2003). Este produto, além de
ter revelado propriedades repelentes para alguns pulgbes de clima temperado, também se
mostrou atrativo aos seus inimigos naturais, notadamente joaninhas e parasitoides (BIRKETT
et al., 2000), ativando desta forma o terceiro nivel trofico, responsavel pelo controle biologico
dos fitéfagos. Trabalhos atuais tem revelado o papel da cis-jasmona no controle de insetos
praga (HEDGE et al., 2012, DEWHIRST et al., 2012; VIERA et al., 2013).

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo estudar o papel da cis-jasmona
na ativacdo de mecanismo da defesa do feijdo caupi para a resisténcia ao pulgdo preto, A.

craccivora.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1  Feijao caupi

O feijdo, V. unguiculata, tem varios nomes vulgares no Brasil, sendo conhecido como
feijdo-macacar e feijao-caupi na regido Nordeste. Feijao-da-colonia, feijao-de-praia e feijdo-
de-estrada na regido Norte e, feijao-miudo na regido Sul. E também chamado de feijéo-
catador e feijdo-gurutuba em algumas regides da Bahia e no norte de Minas Gerais, e de
feijdo-fradinho nos estados da Bahia e do Rio de Janeiro. Foi introduzido primeiramente na
Bahia, no século 16, por colonizadores espanhdis e portugueses e a partir dai se difundiu para
as outras regides do pais (FREIRE FILHO, 2005).

O feijdo-caupi € uma leguminosa rustica com grande capacidade produtiva, sendo
mais bem adaptado do que o feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) (Fabaceae) as condigcdes
climéticas dos tropicos semi-arido, dmido e sublmido. E cultivado principalmente por
pequenos agricultores nas Regides Nordeste e Norte do Pais, sendo uma das principais
alternativas sociais e econémicas de suprimento alimentar e geracdo de emprego,
especialmente para as populagdes rurais, e ainda a principal fonte protéica vegetal para a
populacdo (QUINTELA et al., 1991; FREIRE FILHO et al., 2005).

O gréo seco para 0 consumo humano € o principal produto do feijao caupi, mas as
folhas sdo utilizadas no leste da africa, feijao fresco no sudeste dos EUA e Senegal e vagens
nas regides imidas da Asia e Caribe também s&o consumidos. Além disso, a cultura também é
usada para adubacdo verde (Sudeste dos EUA e Australia) e como forrageira nas partes do
Sahel (OFUYA, 1997; ABEBE, 2005).

Dentre varios fatores que comprometem sua producdo sdo as pragas, tais como A.
fabae, A. gossypii , M. persicae e P. brasiliensis das quais se destaca o pulgdo preto
A.craccivora, pois além de sugar a seiva, transmite viroses que inibem o desenvolvimento da
propria planta ( OFUYA, 1997).

Estudos conduzidos no Instituto de Investigacdo da Agricultura Tropical, Nigéria
identificaram cultivares resistentes a Aphis craccivora Koch tais como TVu 36, TVu 408,
TVu 410, TVu 801, TVu 2896 e TVu 3000. (SINGH, 1977), sendo confirmada largamente na
Asia e Africa (OFUYA, 1988; SILVA, 2012).
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A resisténcia de certas cultivares apenas € Gtil por algum tempo, visto que apds seis
meses 0 nivel de dano de plantas resistentes aproxima-se ao de plantas susceptiveis (OFUYA,
1997). Esta resisténcia é bastante Util em muitos paises em desenvolvimento, mas apenas esta
tatica para 0 manejo de pragas ndo é suficiente para fornecer uma alta qualidade de graos para
distintos mercados (EHLERS; HALL, 1997).

O controle quimico tem sido promissor, mas existe a questdo ambiental, de resisténcia
do inseto (HAN; LI, 2004), e de contaminacdo que pode chegar até ao homem. Por isso,
estudos que visam o desenvolvimento de estratégias mais limpas de controle de pragas sao de
extrema importancia (EHLERS; HALL, 1997). Pirréis e dipirrois neocotininoides fundidos
tem sido descritos como substancias que tem efeito deletério sobre o pulgédo preto (YE et al.,
2012).

2.2 Pulgao preto

O pulgédo preto A. craccivora é um inseto pequeno, com no MAaximo cinco mm de
comprimento, de coloracdo que varia do amarelo claro ao preto brilhante, corpo ovalado e
apresentando no abdome, dois apéndices tubulares laterais chamados sifunculos e um central
chamado de codicola. Os ovos desenvolvem-se dentro da fémea e as ninfas nascem vivas.
Dentro de poucos dias a populacdo pode aumentar rapidamente. Nas fases iniciais da
infestacdo os pulgBes adultos ndo tém asas, entretanto quando a planta fica muito infestada as
asas sdo formadas para seguirem ao encontro de outras plantas ndo infestadas para garantir a
existéncia das geracGes subsequentes. Nos tropicos estes afideos reproduzem-se sem
acasalamento e coldnias sdo constituidas inteiramente por fémeas, esta forma de reproducéo
recebe o nome de partendgenese (Figura 2) (OFUYA, 1997). Os pulgdes aparecem logo ap6s
o0 plantio e dispersam-se rapidamente. Este pode ser encontrado em todas as fases desde a fase
vegetativa até a reproducdo do feijdo. Os pulgdes sdo conhecidos por transmitirem viroses,
que resultam em perdas enormes do rendimento da producdo. Estes tém varios hospedeiros,

mas sdo primeiramente em legumes (SCHREINER, 2000).
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Figura 2 - Ciclo de vida de pulgdes.
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Fonte:< http://www.netxplica.com/Verifica/figuras/ciclo.vida.pulgoes.png>

Segundo Ofuya (1997), existem varias formas do controle de pulgdo preto tais como:
controle cultural, fisico, quimico, uso de variedades resistentes e biologico. O controle
quimico é eficiente no controle de afideos (HAN; LI, 2004). Entretanto este método de
controle tem implicacdes negativas, visto que, ndo séo seletivos, acabam eliminando inimigos

naturais e contaminam os lencgois freaticos e pode afetar a satide do homem (OFUYA, 1997).

O uso de inimigos naturais € promissor, porém esta estratégia no controle de A.
craccivora ndao tem sido usado com devida atencdo (SINGH et al., 1990). O potencial dos
inimigos naturais € dependente das condi¢des climaticas de cada pais, visto que, € melhor
num pais tropical do que no temperado, devido a diversidade de artropodes onde a atividade
prolonga-se durante todo o0 ano (GULLAN; CRAMSTON, 1994). Vaérios inimigos para A.
craccivora ja foram identificados como parasitdides, predadores e patdgenos (RAKHSHANI
et al., 2005). O pulgédo preto é atacado por diversos inimigos naturais como, por exemplo,
Aphidius colemani (Hymenoptera: Aphidiinae) Viereck, Lysiphlebus fabarum (Hymenoptera:
Aphidiidae) (Marshall), Lysiphlebus confusus (Hymenoptera: Braconidae) Tremblay e Eady,
Lysiphlebus testaceipes (Hymenoptera: Aphidiidae) (Cresson), Binodoxys acalephae
(Hymenoptera: Braconidae) (Marshall), Binodoxys angelicae (Hymenoptera: Braconidae)
(Haliday), Praon volucre (Hymenoptera: Braconidae) (Haliday) e Ephedrus persicae
(Hymenoptera: Braconidae: Aphidiinae) Froggatt (RAKHSHANI, 2005).
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2.3 Interagédo inseto-planta

Plantas e insetos sdo organismos que estdo continuamente interagindo de forma
complexa em ecossistemas naturais. A interacdo inseto-planta é um sistema dindmico, sujeito
a continua variacdo e mudanca, ndo apenas pelas adaptacdes evolutivas, mas fatores bidticos
extrinsecos e abidticos (STOWE, 1998; MELLO; SILVA FILHO, 2002;).

De acordo com Panda e Kush (1995), as plantas e insetos estdo associados de forma
intima, pois ambos tém beneficios. As plantas beneficiam-se pela polinizacdo e defesa,

enquanto que, 0s insetos recebem das plantas locais para ovipositar, alimento e abrigo.

Entretanto, apds sofrer a injaria as plantas desenvolveram estratégias de defesa ao
longo do tempo. Estas estratégias podem ser classificadas como diretas quando imediatamente
tiverem uma acdo negativa sobre o herbivoro, ou indiretas quando envolvem a acdo do

terceiro nivel trofico, assim cumprindo a sua acéo defensiva (PRICE et al., 1980).

As defesas diretas podem prevenir a alimentacdo dos herbivoros via barreiras fisicas
como espinhos, tricomas, ceras ou aquelas substancias do metabolismo secundarios néo
volateis, por exemplo, (fenilpropanoides, &cidos graxos, alcaloides e terpenoides); ou via

proteinas especializadas.

Por outra via as defesas indiretas funcionam atraindo inimigos naturais do herbivoro
reduzindo-os na planta hospedeira. Essa é mediada por compostos volateis que a planta libera
quando sofre alguma injdria ou quando entra em contato com substancias elicitoras (Figura 3)
(ARIMURA,; KOST; BOLAND 2005; BRUCE; PICKETT; SMART, 2003; TAIZ; ZEIGER,
2004).
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Figura 3 - Estrutura quimica de importantes compostos envolvidos na defesa indireta. A-
compostos derivados do &cido shiquimico; B-compostos volateis de folhas verdes
da planta derivados da rota lipoxigenase; C-compostos de origem terpénica.
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Fonte: DUDAREVA et al, 2006

Por sua vez os insetos tem o poder de destoxificar os potenciais metabolitos
secundarios toxicos, usando enzimas detoxificadoras, principalmente as citocromo P450
monoxigenases e glutationa S-transferases. Estas enzimas podem ser induzidas quando séo
expostos aos compostos de plantas do metabolismo secundario toxicos; por exemplo
xantotoxibas furanocoumarinas induzem a expressdao de CYP450 na espiga de milho
(DEGENHARDT et al., 2003)

2.3.1 Localizacdo do hospedeiro

O processo da localizacdo do hospedeiro em insetos inclui as seguintes fases:

orientacdo, pouso, reconhecimento, alimentacao e reproducéo.

De acordo com Powell; Tosh; Hardie (2006), o processo de selecdo de hospedeiro
pelos de pulgbes envolve seis estagios: a) o comportamento de pré-chegada ao hospedeiro, b)
0 contato inicial das plantas e avaliacdo de pistas de superficie antes de insercao estilete; c)
sondagem do epiderme; d) via de estilete atividade, e) salivacdo e f) aceitagcdo do floema e

ingestdo sustentada. Uma vez que os pulgdes tém baixas capacidades de voo dirigido, eles so
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podem ser orientados contra o vento a velocidades de vento baixas, embora sejam capazes de
permanecer no ar por longo tempo e, portanto, ser transportados por distancias consideraveis
por movimentos de ar (PETTERSSON et al., 2007). Em pulgdes, a selecdo hospedeira é
baseada principalmente em pistas quimicas (POWELL; HARDIE, 2001; COSTA, 2010), mas
sinais visuais também podem desempenhar um papel (DOERING; CHITTKA, 2007).

2.3.2 Resposta de plantas ao ataque de insetos

As substancias quimicas de defesa induzidas sdo sintetizadas em resposta a injarias
causadas no tecido vegetal pelo ataque de herbivoros, eleicitores e pela oviposicdo (BRUCE;
PICKETT; SMART, 2003). Em conjunto com 0s mecanismos de resisténcia constitutivos,
estas estratégias sdo capazes de prevenir a maioria dos herbivoros, embora haja um reduzido
namero de insetos que sejam capazes de se adaptar a espécies vegetais especificas (MELLO;
SILVA FILHO, 2002).

Os metabolitos secundarios desempenham varias fungdes em plantas, agindo de forma
induzida ou constitutiva. Alguns compostos sdo reguladores de crescimento, agem como
sinais quimicos no ecossistema e outros agem como repelentes ou diretamente na antibiose de
herbivoros (PANDA; KHUSH, 1995). Petterson et al. (1998), em seus experimentos com
feijdo caupi observou que os volateis induzidos pela injuria do A. craccivora, foram muito
atrativos ao pulgao preto em laboratério quando comparado aos volateis resultantes de plantas

nao danificadadas.

Esses volateis séo 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. Mais ainda, esses compostos
podem agir como fitohormonios, sinalizando, internamente entre células, a ativacao de genes
latentes de defesa que traduzem a producdo de compostos secundarios e, entre plantas,
sinalizando para que as plantas vizinhas ndo atacadas ativem também seus mecanismos de
defesa em resposta aos volateis produzidos pelas plantas infestadas (BIRKETT et al., 2000;
GATEHOUSE, 2002; BRUCE, PICKETT; SMART, 2003).

2.4  Resisténcia de plantas a insetos

As pragas e os patdgenos (fungos, bactérias e virus) sdo responsaveis por grandes

perdas na agricultura, por causarem injarias e doencas, além de se alimentarem dos tecidos de
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plantas. As perdas na producdo da agricultura mundial, devido ao ataque de pragas e doencas,
chegam a 37%, sendo 13% dessa perda causada por insetos (GATEHOUSE at al., 1992).

As plantas possuem, entretanto, certo grau de resisténcia a insetos e, ha muito anos,
tem se estudado a biossintese e a regulacdo de compostos quimicos de plantas associados a
essas defesas. Esses compostos quimicos sdo encontrados em diversos tecidos vegetais e
dentre esses compostos estéo incluidos antibioticos, alcaldides, terpenos e proteinas (RYAN,
1990).

A resisténcia de plantas a insetos é definida como sendo caracteristica hereditaria da
planta, as quais influenciam o resultado do grau de dano que o inseto causa 0 que, em outras
palavras, representa a capacidade que possuem certas espécies ou cultivares de plantas de
alcancarem maior producdo de boa qualidade que outras, quando comparadas nas mesmas
condi¢des (SMITH, 2005). De acordo com Kennedy e Barbour (1992) planta resistente é
aquela que devido a sua constituicdo genotipica € menos danificada por pragas que outra, em

igualdade de condigdes.

A resisténcia de plantas a insetos é baseada em fatores genéticos da planta e da
consequéncia molecular resultante entre o hospedeiro e o inseto praga (GEBHARDT;
VALKONEN, 2001; PEDLEY; MARTIN, 2008). De acordo com Smith (2005), existem,
basicamente, trés tipos ou mecanismos de resisténcia: nao-preferéncia ou antixenose,
antibiose e tolerancia. Uma planta pode ter ao mesmo tempo os trés tipos de resisténcia, ja

que os fatores genéticos que os condicionam podem ser independentes.

Ocorre antibiose quando a planta causa um efeito adverso sobre o inseto praga por
causa de substancias quimicas ou estruturas que a planta possui. As plantas possuem uma
variedade de substancias algumas das quais podem ser tdxicas para uma praga ou causar um
lento desenvolvimento da mesma. Este mecanismo de resisténcia afeta varios parametros da
biologia do inseto-praga tais como: mortalidade na fase imatura (frequentemente no primeiro
instar), prolongamento do periodo de desenvolvimento, reducdo de tamanho e peso, reducao
da fecundidade, da fertilidade e no periodo de oviposicdo, e alteracdo no tempo de vida
(LARA, 1991; GALLO et al., 2002).

Os principais compostos envolvidos na resisténcia por antibiose sdo aleloguimicos,

que sdo compostos quimicos ndo nutritivos produzidos por plantas que afetam o
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comportamento, a biologia de outra espécie. Aleloquimicos podem ser constitutivos ou
induzidos. Tais compostos podem ser ativos em concentracdes baixas (por exemplo, o &cidos
hidroxadmicos - DIMBOA, DIBOA), ou ativos de uma forma mais quantitativa (por exemplo,
apimasina, acido clorogénico e maisina) (SMITH, 2005).

Por outro lado, as plantas apesar de terem capacidade de produzir metabdlitos
secundarios que tem efeito nos parametros bioldgicos de pulgBes estes por sua vez tem a
capacidade de mudar o perfil de metab6litos aumentando o nivel de substancias nutricionais
(TELANG et al.,1999).

Segundo Smith (2005), antixenose envolve fatores comportamentais sobre o inseto
que ndo ira escolher a planta para alimentagcdo ou colocar seus ovos. Esta ndo seleccdo pode
ser o resultado de substancias quimicas, cores ou mesmo a presenca de estruturas na planta.
Dessa forma, esse tipo de resisténcia ocorre quando um genoétipo € menos utilizado pelo
inseto do que outro gendtipo, em igualdade de condicGes, para alimentacdo, oviposi¢cdo ou
abrigo (PAINTER, 1968). Esse tipo de resisténcia exprime uma reacdo comportamental do
inseto em relacdo a planta (LARA, 1991). Consequentemente, o sistema sensorial esta

envolvido nesse processo, isto €, a olfagdo, visdo e gustacdo (SMITH, 2005).

A tolerancia é uma caracteristica de algumas plantas que Ihes permitem resistir ou
recuperar de danos causados por insetos ou doenca (SMITH, 1989), isto €, quando um
genotipo é menos danificado que os demais, sob um mesmo nivel de infestacdo do inseto, sem

que haja efeito no comportamento ou biologia do inseto (GALLO, 2002).
2.4.1 Inducdo de resisténcia

A inducdo de resisténcia € um processo através do qual, plantas muito suscetiveis
tornam-se menos suscetiveis por acdo de injurias causadas por pragas, patdgenos e fatores
abidticos (STOUT et al., 1998; COOPER; GOGGIN, 2005). Um dos beneficios da defesa
induzida para as plantas seria uma possivel reducdo do custo energético relacionado a defesa,
ja que enquanto a planta ndo sofre herbivoria, sua energia é alocada para seu crescimento e

reproducao.

As defesas induzidas podem atuar diretamente repelindo os herbivoros (DE
MORAES; MESCHER; TUMLINSON, 2001; KESSLER; BALDWIN, 2001), ou

indiretamente, pela atracdo de inimigos naturais como insetos, aves ou nematoides
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entomopatogénicos (DUDAREVA et al., 2006). No entanto, essas defesas induzidas
envolvem substéncias do metabolismo secundério sejam elas volateis e ndo volateis. Algumas
destas moléculas podem ser toxicas ou repelentes atuando diretamente sobre o inseto praga ou
ainda podem atrair inimigos naturais, desempenhando um papel preponderante na defesa
indireta (KESSLER; BALDWIN, 2002).

Os metabdlitos secundarios além de proteger as plantas contra ataques e plantas
competidoras agem como atrativos para animais polinizadores e dispersores de sementes;
quimicamente, os metabdlitos secundarios mais comuns sdo 0s terpenos, compostos fendlicos
e compostos nitrogenados (TAIZ; ZEIGER, 2004).

Estas defesas podem variar qualitativa e quantitativamente de acordo com: a especie
do herbivoro que realiza a injuria na planta; a presenca de diferentes espécies de herbivoros
em uma mesma planta; o tipo de habito alimentar (mastigador ou sugador) do inseto; o
estagio fisioldgico e a espécie da planta hospedeira (DICKE; HILKER, 2003; FATOUROS et
al., 2005; MORAES et al., 2005).

Um exemplo tipico seria, as injurias causadas pelos percevejos na soja [Glycine max
(L.) Merrill] ( Fabaceae) estas estimulam as defesas induzidas pela herbivoria relacionada a
atracdo de parasitoides de ovos (Scelionidae) (MORAES et al., 2005). A inducdo de defesas é
influenciada pelo héabito de alimentacdo (sugador ou mastigador) e pelo estagio do inseto
herbivoro, bem como por variagbes genotipicas e fenotipicas da planta (MORAES, et al.,
2005, 2008; MICHEREFF et al., 2011).

2.4.2 Indutores de resisténcia

Vérios fatores podem induzir resisténcia em plantas: patdgenos (fungos, bactérias e
virus), pragas (insetos e nematoides), elicitores de origem bidtica, elicitores de origem
abidtica, isto é, substancias quimicas tais como benzotiadiazole, acido amino butirico,
acidodicloroisonitcotinico, acido salicilico, sais inorganicos, etc (KESSMAN, 1994; LYON;
REGLINSKI; NEWTON; 1995; SCHNEIDER et al., 1996; BENHAMOU; PICARD, 1999;
COHEN, 2001; KUC, 2001).

O uso de compostos quimicos como indutores de resisténcia € uma extensa area de
trabalho com objetivo de desenvolver novas estratégias para o controle de pragas de forma
ambientalmente sustentavel (EDREVA, 2004).
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Entre os compostos que apresentaram efeito indutor de resisténcia em plantas contra
pragas esta o salicilato de metila (Figura 4). Em um dos estudos pioneiros, Pettersson et al.
(1994) relacionaram o salicilato de metila como um semioquimico ligado ao estresse de
plantas. A maioria dos insetos estudados, inclusive hemat6fagos, mostrou fortes respostas
eletrofisioldgicas a esse composto. Entretanto quando salicilato de metila foi aplicado no trigo
reduziu significativamente (entre 30 - 40%) o numero total de afideos colonizando a cultura.
Apesar desse indutor ter essa capacidade de reduzir a populacdo de pulgdes existe um fator
limitante para a sua aplicacdo pratica que é a sua elevada volatilidade (PICKETT et al., 2005).
Thaler (1999), em seu estudo constatou que, a aplicacdo de acido jasmdnico aumentou 0S
niveis da “polifenol oxidase”, uma enzima oxidativa implicada na resisténcia para Varios
insetos herbivoros em plantas de tomate, Lycopersicon esculentum (Solanaceae). Plantas que
sofreram inducdo apresentaram 60% menos injurias na folhagem do que as plantas néo

tratadas.

Figura 4 - Estrutura quimica de salicilato de metila.

@)
o
OH
Salicilato de metila

Fonte: DUDAREVA et al, 2006.

Cooper e Goggin (2005) observaram no tomateiro uma reducdo significativa na
longevidade (sete dias a menos) e na reproducao de adultos (em média, 12 pulgdes por fémea,
a menos). Picket et al. (2005), descobriram que o acido jasménico (Figura 5) quando metilado
torna-se volatil, podendo ser liberado pela planta e afeta os genes relacionados a defesa de
plantas vizinhas. O jasmonato de metila (Figura 5) € um composto aromatico ja identificado
em pelo menos nove familias vegetais. Farmer e Ryan (1990) demonstraram que 0 jasmonato
de metila liberado no ar elevou a producdo de inibidores de proteinase em tomate e em plantas

proximas as tratadas.


http://en.wikipedia.org/wiki/Solanaceae
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Figura 5 - Estruturas quimicas de jasmonato de metila e acido jasmonico.
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Jasmonato de metila Acido Jasmdnico

Fonte;: DUDAREVA et al, 2011.

Na primeira década do século XXI foram descobertas as propriedades semioquimicas
da cis-jasmona, ou (Z) - jasmona, uma substancia volatil comum a varias plantas. Este
composto ativa as defesas vegetais, tornando as plantas repelentes para pragas e mais atrativas
aos inimigos naturais destas pragas, ativando desta forma o terceiro nivel trofico, responsavel
pelo controle biologico dos fitéfagos (BIRKETT et al., 2000; BRUCE et al, 2003; BRUCE;
PICKETT; SMART, 2003, PICKETT et al, 2005).

A cis-jasmona (Figura 6) tem alta especificidade e efeitos persistentes na regulacdo da
expressdo de genes associados com a defesa de plantas, apresentando assim, elevada
possibilidade de reducdo nos custos de producdo e contribuindo na manutencdo da
entomofauna benéfica (PICKET et al., 2005).

Figura 6 - Estrutura quimica da cis-jasmona

O

Fonte: DUDAREVA et al,
2006.



32

Em Arabidopsis thaliana (Brassicaceae), ecotipo Columbia, plantas intactas com oito
semanas de vida, foram expostas por 24 horas ao jasmonato de metila ou a cis-jasmona em
forma de vapor (1 microlitro ndo diluido) em caixas seladas de 3,7 litros. Observou-se que 30
genes a mais, foram regulados pela exposicéo a cis-jasmona do que ao jasmonato de metila,
incluindo genes como o citocromo P450, 4-metil-5(2-hidroximetil) triazol monofosfato
biosintase e um gene da redutase do &cido oxofitodiendico, confirmando a hipdtese de que
produtos regulados por genes ativados por indutores vegetais podem ser enzimas envolvidas
na geracdo de repelentes para herbivoros e estimulantes de procura de alimento para
predadores e parasitéides (MATTHES et al., 2003; PICKETT et al., 2007).

Sua atividade como indutor de resisténcia foi descoberta no Instituto de Pesquisa
Rothamsted, na Inglaterra, quando componentes volateis de groselha, Ribes nigrum L
(Grossulariaceae), estavam sendo identificados. Tais volateis repeliram a forma de verdo do
pulgdo-da-alface, Nasonovia ribis-nigri (Homoptera: Aphididae) (Mosley). Desde entdo, a
cis-jasmona revelou ter um efeito significativo nas interacGes entre insetos-pragas e plantas
cultivadas (BRUCE; PICKETT; SMART, 2003).

Em um bioensaio em laboratorio, a cis-jasmona causou efeito repelente para a forma
alada Sitobion avenae (Hemiptera: Aphididae) (Fabricius). Em campo, plantulas de trigo
tratadas com uma solucéo de cis-jasmona em uma concentracdo equivalente a 50 g/ha e um
controle sem aplicacdo, foram submetidas a infestacdo com 250 pulgbes, 24 horas apds a
aplicacdo. Vinte e quarto horas depois, se verificou que as plantas tratadas tiveram um

namero menor de pulgbes pousados sobre elas (BRUCE et al., 2003).

Moraes et al. (2008), mostraram que a cis-jasmona induz a acumulacdo de substancias
de defesa no trigo tais como BOA, benzoxazolin-2(3H)-ona; HBOA, 2-hydroxi-7-metoxi-(
2H)-1,4-benzoxazin-3(4H)-ona; DIBOA, 2,4-dihidréxi-(2H)-1,4-benzoxazin- 3(4H)-one;
DIMBOA, 2,4-dihidroxi-7-metoxi-(2H)-1,4-benzoxazin-3(4H)-ona; MBOA, 6-metoxi-
benzoxazolin-2(3H)-ona; HMBOA, 2-hidroxi-7-metoxi-(2H)-1,4-benzoxazin-3(4H)-ona;
PHB, &cido p-hidroxibenzdico; VAN, acido vanilico; SYR, &cido siringico; cis-FER, &cido
cis-ferrulico; trans-p-COU, &cido trans-p-cumarico; trans-FER, &cido trans-ferrulico (Vide a
Figura 7 e 8).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Brassicaceae
http://en.wikipedia.org/wiki/Grossulariaceae
http://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&ved=0CC0QFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.plantwise.org%2FKnowledgeBank%2FDatasheet.aspx%3Fdsid%3D51737&ei=qstKUbamIoPq8QSfuIG4Dw&usg=AFQjCNG4UdFSVeOffXE49naZWAjvg4B5ug&sig2=qi0x7F4grK4VYvEsEYeXBQ&bvm=bv.44158598,d.cWE
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Figura 7 - Estruturas quimicas de substancias ndo volateis produzidas apds a aplicacao da cis-
jasmona em trigo.
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Fonte: MORAES et al, 2008.

A cis-jasmona em soja promoveu a producdo e liberacdo de compostos similares aos
compostos liberados quando este é injuriado por percevejos (Pentatomidae) (MORAES et al.,
2005; 2008), e estes compostos induzidos pela herbivoria atrairam o parasitdide de ovos
Telenomus podisi (Hymenoptera: Platygastridae) ( Ashmed) (MORAES et al., 2009). Hedge
et al (2012), verificaram que a cis-jasmona induz a producdo de compostos organicos volateis
(VOCs) que tornam o algodoeiro menos preferido ao pulgdo Aphis gossypii. Vieira et al.
(2013), testaram em condicdes de condicdes de campo o efeito da apliagdo exdgena da cis-
jasmona em plantaces de soja. Os resultados mostraram que a aplicacdo da cis-jasmona foi
eficaz na atracdo do parasitoide melhorando desta forma a populacdo de parasitdide mas ndo

teve efeito na intensidade da ocorréncia do parasitismo e no nimero de percevejos.
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Figura 8 - Esquema ilustrativo do mecanismo da acdo da cis-jasmona em plantas.
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Fonte: MORAES , 2011

2.5  Semioquimicos

Os insetos exercem suas relagdes ecologicas com o ambiente e com 0S outros
organismos de varias maneiras, sendo uma das mais importantes a comunicagdo por meio de
compostos quimicos. Estes compostos no individuo receptor da mensagem quimica agem
como gatilhos fisioldgicos de reacdes comportamentais especificas. Em uma nomenclatura
mais generalista estas substancias sdo denominadas de semioquimicos. E através da deteccio
e emissdo destes compostos que 0s insetos encontram parceiros para o acasalamento, alimento
ou presa, escolhem local de oviposicdo, se defendem contra predadores e organizam suas
comunidades, no caso dos insetos sociais (ZARBIN; RODRIGUES; LIMA, 2009).

O termo semioquimico é amplo, ndo se referindo apenas s substancias quimicas
responsaveis pelo fornecimento de informacGes, assim utiliza-se o termo infoquimico para
diferenciar essa categoria de substancias responsaveis pelo transporte de informacGes, das
toxinas e nutrientes (NORLUND; LEWIS, 1976).

2.5.1 Classificacdo de semioquimicos

O organigrama a seguir ilustra como podem ser classificados 0os semioquimicos.
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Figura 9 - Representacéo esquematica dos semioquimicos e suas principais subclasses.

SEMIOQUIMICOS
! !
FEROMONIOS ALELOQUIMICOS
(Agdo intraespecifica) (Acdo interespecifica)
! I
AGREGACAO- substancia liberada pela

fémea ou pelo macho para atrair um elevado

i D ALOMONIO- favorece o individuo emissor
ntmero de individuos de ambos 0s sexos.

do sinal.
SEXUAL - substancia liberada pela fémea ou

pelo macho para atrair o individuo de sexo .
oposto para a copula. CAIROMONIO- favorece o individuo

L ‘ receptor do sinal.
ALARME - substancia liberada por insetos

socials para avisar a outros membros da colonia .
que um jnjj_njgo pode estar se aproj{in}andg SINOMONIO- favorece o individuo emissor € o
receptor do sinal.

TRILHA- substancia depositada sobre uma

superficie por um primeiro individuo, e APNEUMONIO - substancia liberadas por
detectadas por outros individuos. um hospedeiro nfo vivo que atraem
parasitoides.

Fonte: SANTOS et al., 2010

2.5.1.1 Aleloquimicos

Sd0 compostos quimicos que mediam a interacdo entre organismos de espécies
distintas. (NORDLUND; LEWIS, 1976; DICKE; SABELIS, 1988). Estas substancias
exercem um papel preponderante em todas as comunidades, estendendo-se, em varios casos,
além de duas espécies, mediando entre trés ou mais niveis tréficos (PRINCE et al., 1980).
Geralmente os alomdnios sdos descritos como repelentes, mas em alguns casos eles podem
ser atrativos para as suas presas (BALAN; GEBER, 1972; EBHERARD, 1977; JANSSON;
NORDBRING-HERTZ, 1979).

2.5.1.2 Alomobnios

Sdo sinais quimicos que somente favorecem o emissor, isto € , quando 0s sinais

quimicos liberados pelo emissor entram contato com o receptor , provocam nesse Ultimo uma
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resposta comportamental ou fisiologica, desfavoravel, mas favoravel ao emissor (LEAL,
2005).

Exemplos tipicos de aloménios sdo os compostos de defesa dos insetos. Por exemplo,
flores de Dracula chestertonii (Orchidaceae) Luer 1978, emitem aroma semelhante a alguns
cogumelos e atraem moscas-fémeas, genericamente conhecidas como moscas de fungos, as
quais normalmente ovipositam nos recipientes nutritivos desses fungos que sdo fonte
alimentar para as futuras larvas. Ao visitar as flores de D. chestertonii, as moscas agem como
polinizadores, porém as larvas, ao eclodirem, morrem por escassez de alimento (KAISER,
1993).

2.5.1.2.3 Cairomonios

Sé&o sinais quimicos que quando liberados beneficiam somente o agente receptor, ndo
favorecendo o emissor, quando os sinais quimicos liberados pelo emissor entram em contato
com o receptor e, provocam nesse Ultimo uma resposta comportamental ou fisiologica
favoravel, mas desfavoravel ao emissor (NORDLUND; LEWIS, 1976; DICKE; SABELIS,
1988).

A maioria dos trabalhos descreve interagdes que fazem o uso desta classe de
substancias, principalmente no que diz respeito a insetos parasitoides. 1sso seria, por exemplo,
0 caso de volateis emitidos pelo milho (fenilacetaldeido, e 3-metilbutan-1-ol, ) e frutas
maduras (etileno), os quais atraem e estimulam a producdo do feromdnio sexual ((Z)-11-
hexadecenal) de mariposas fémeas de Helicoverpa zea (Lepidoptera: Noctuidae). A atracédo
dos machos s6 é eficiente quando, junto ao feromdnio da fémea, encontra-se o acetato de (2)-
3-hexenila (que age sinergisticamente), componente volatil comumente emitido por plantas de
folhas verdes, as quais poderdo servir de fonte alimentar para a futura prole (larvas)
(OLDHAM; BOLAND, 1996).

2.5.1.2.4 Sinomodnios

S&o sinais quimicos que beneficiam tanto o emissor como receptor do sinal. Essas
substancias provocam uma resposta comportamental ou fisiologica adaptativa favoravel a
ambos os individuos (receptor e emissor) (NORDLUN; LEWIS, 1976; DICKE; SABELIS,
1988).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Orchidaceae
http://pt.wikipedia.org/wiki/Luer
http://pt.wikipedia.org/wiki/1978
http://en.wikipedia.org/wiki/Noctuidae
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Os sinomdnios sdo comuns nas interagdes planta - polinizador e herbivoro-predador e
em alguns casos no nivel tritrofico de interagdes (planta-herbivoro-preador). O exemplo tipico
seria dos volateis emitidos pelo milho Zea mays que, quando atacado por herbivoros (lagartas
da mariposa Spodoptera exigua), atraem fémeas da vespa Cortesia marginiventris, a qual é
um parasitdide natural destas lagartas (SCHRODER, 1998).

Em outro exemplo pode-se citar o percevejo Nezara viridula (Hemiptera:
Pentatomidae) Linnaeus, 1758 que garantem sua demanda energética através do consumo de
duas espécies de leguminosas (Vicia faba e Phaseleus vulgaris) e por conseqiiéncia em ambas
plantas um incremento na biossintese de terpendides como o (E)-B-cariofileno (FRANCIS;
LOGNAY; HAUBRUGE, 2004). E esta substancia atrai o parasitode Trissolcus basalis
(Hymenoptera: Scelionidae), que parasita os ovos do percevejo, controlando assim sua
populacdo (Figura 10). (COLAZZA, 2004).

Figura 10 - Interacdo tritrofica: planta-herbivro-predador.

(a) = predagéo
(b) = atragdo

(b)

Phaseolus vulgaris

Fonte: WENDLER, 2006

Um exemplo classico de sinomonios é a relacdo de trofica entre formigas e afideos.
Neste caso alguns os afideos excretam uma mistura agucares, em inglés “honeydew” que
servem de alimento para algumas formigas e os afideos recebem protecdo. Algumas espécies
de formigas simbiontes respondem, orientando-se a fonte de odor e atacando os predadores
(Figura 11) (NAULT; MONTGOMERY, 1976).
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Figura 11 - Relac&o simbidtica entre afideos e formigas.

Fonte: WENDLER, 2006.

E importante destacar também o exemplo de orquideas, Bulbophyllum cheiry
(Orchidaceae) que produzem o composto metileugenol, que atrai moscas das frutas do género
Bactrocera (B. carambolae, B. papaye e B. umbrosa). Entretanto, os insetos machos da
espécie B. papayae apresentaram em suas glandulas metabolitos de metil-eugenol, 4-[(E)-3-
hidroxiprop-1-enil]-2-metoxifenol e 2-alil-4,5-dimetoxifenol, indicando que o mesmo foi
consumido previamente e constitui se como intermediario ao sistema de defesa e feromonal
dessas moscas (Figura 12) (TAN; NISHIDA; TOONG, 2002). Os volateis florais das
orquideas beneficiam mesmos por atrairem polinizadores e ainda favorecem estes por garantir

o alimento e localizacdo de parceiros para o acasalamento.


http://en.wikipedia.org/wiki/Orchidaceae
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Figura 12 - Interagdo sinomonal via odores florais das orquideas.

[ —
T
Bulbophiyilum cheiri Z

FPolinizaras

Biossintese

=
oH
HO
/o

Alcool rrans-coniferilico

o
/
'\o
(=] S

2-alil4 5-dmetoxifenocl

Fonte: WENDLER , 2006.

2.5.1.5 Feromodnios

S&o substancias que mediam a comunicacdo entre individuos da mesma espécie,
provocando uma reacdo especifica ou um processo de desenvolvimento fisiologico definido.
O termo surge pela combinacdo das palavras gregas pherein que significa carregar e horman,
estimular (WYATT; 2010).
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2.6 Compostos volateis de plantas no Manejo Integrado de Pragas

2.6.1 Compostos volateis na estratégia “Push in Pull”

O uso desta estratégia em campo usando compostos volateis liberados pelas plantas no
campo foi primeiramente realizada em Kenya (HASSANALI et al., 2008; KHAN et al.,
2008). Esta estratégia foi desenvolvida para pequenos agricultores e foi usada com muito
sucesso na africa do leste para as culturas de milho e sorgo contra broca de caule e erva bruxa
Africana (KHAN et al., 2008). O uso de emissdo constituitiva de volateis de plantas constitui
uma solugdo apropriada para pequenos agricultores visto que os inseticidas sdo caros e a
questdo logistica para o envio (KHAN et al., 2011).

O sistema utilizou uma combinagdo de um consorcio que libera semioquimicos que
séo repelentes de pragas (empurrar-Push) e uma armadilha de culturas cultivadas em torno das
bordas que liberam semioquimicos que sejam atraenntes as pragas da cultura principal (Pull —
puxar) (Figura 13) (KHAN et al., 2011).

Figura 13 - Push in Pull usando plantas como fonte de sinais quimicos
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Fonte: KHAN et al., 2011.

Os semioquimicos liberados pelo consércio cultural também atrai os inimigos naturais
de insetos pragas (KHAN et al. 1997; KHAN et al. 2008). Culturas de consorcio
constituivelmente emitem volateis como (E)-ocimeno e (E)-4,8-dimetil-1,3,7-nonatrieno que

sdo volateis tipicamicamente liberados pelo milho quando atacado por herbivoros. Estes agem
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repelindo pragas, mas atraindo inimigos naturais. Os semioquimicos emitidos pelas plantas
armadilhas que atraem as pragas sdo volates de folhas verdes (GLV) que séo produzidos em
grandes quantidades pelo milho e sorgo a noite quando as mariposas tém o seu maior pico de
atividade (CHAMBERLAIN et al., 2006).

2.6.2 Controle Biol6gico

O controle bioldgico é a acdo de parasitoides, predadores e patdgenos na manutencao
da densidade de outro organismo a um nivel mais baixo do que aquele que normalmente
ocorreria na sua auséncia (DEBACH, 1968; STONER, 2004).

Os insetos inimigos naturais, conhecidos também como insetos benéficos podem ser
classificados em duas classes: predadores e parasitoides. Os insetos benéficos podem ser

artificialmente introduzidos em campos infestados (HEUSKIN et al., 2011).

Esta pratica deve ser cuidadosamente gerida para que ndo haja efeitos adversos
ambientalmente e assim como economicamente. Por exemplo, a joaninha multicolorida,
Harmonia axyridis (Coleoptera, Coccinellidae) Pallas, 1773 foi intoroduzida nos Estados
Unidos da América para servir como agente de controle bioldgico de insetos pragas. Apesar
da joaninha ser eficiente no controle de pulgdes, acabou tornando-se um incomodo devido
agregacdo em casas e edificios enquanto procura lugares viaveis para hibernacéo
(HUELSMAN 2002; ROY, BROWN; MAJERUS, 2006; BROWN et al., 2008). De acordo
com 0s mesmos autores, durante essa agregacdo elas emitem odores desagradaveis e
mancham as paredes com sangue resultante da sua hemolinfa. E problemas respiratorios e da

pele tém sido apontados como consequéncia da acao das joaninhas.
2.7  Metodologias usadas no estudo de semioquimicos
2.7.1 Coleta de semioquimicos

Os métodos geralmente usados na coleta de compostos organicos volateis de plantas e
de insetos sdo: aeracdo, extracdo com solvente, microextracdo em fase solida, entre outros. A

escolha de um destes métodos depende da natureza dos compostos volateis do objetivo.


http://en.wikipedia.org/wiki/Peter_Simon_Pallas
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2.7.1.1 Aeragéo

A aeragdo é técnica mais comum na coleta de compostos volateis de plantas. Por meio
deste processo compostos emitidos sdo coletados. Os compostos séo adsorvidos usando
materiais poliméricos como Porapak Q (copolimero de pdivinilbenzeno-vinilbenzeno) e
Tenax (polifenilenoxida na base de 2,6-difenilbenzeno), Super Q e carvdo ativado
(AGEPQOULOS et al., 1999; DALESSANDRO; TURLINGS, 2006). Os compostos podem
dessorvidos termicamente direto no injetor do cromatdgrafo, porém a amostra servira para
analise quimica e ndo pode ser aproveitada para ensaios bioldgicos. Por outro lado a
dessorcdo pode ser realizada utilizando-se solventes como hexano, diclorometano e éter
etilico com alto grau de pureza. A preferéncia por tais solventes deve-se a sua volatilidade, o
que possibilita a evaporacdo sem que 0s materiais coletados sejam expostos a altas
temperaturas (FERREIRA, CORREA; VIEIRA, 2001). A amostra obtida por esta via pode ser

utilizada tanto para analise quimica assim como para 0s ensaios biolégicos.

Os sistemas de aeracdo geralmente sdo de vidro, mas também pode se usar sacos
plasticos (STEWART_JONES; POPPY, 2006). Na entrada do sistema é adaptada umacoluna
contendo carvdo ativado para que o ar seja pré-purificado. A um fluxo conhecido, por
exemplo, dellL/min, os volateis sdo arrastados até a extremidade oposta onde sdo adsorvidos
no polimero (Figura 14). Ap6s o tempomaximo de 24 horas interrompe-se a extracdo, e a
coluna, contendo os compostos adsorvidos, édesconectada do sistema. O processo de
dessorcdo dos volateis deve ser realizado sempre utilizando uma pequena gquantidadede

solvente, pois desta forma, aumenta o rendimento da extracdo e diminui o grau de impurezas.

Figura 14 - Sistema de coleta de compostos volateis

I

Polimero adsorvento Candoativo
(Poropak Q, Terax, stc) granulado

¢
SE e
]

Lide
vidro

Fonte: SANTOS et al, 2009.
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2.7.1.2 Microextracdo em fase sélida (SPME)

A técnica de microextracdo em fase s6lida se baseia na adsorcdo em fibras revestidas
por material adsorvente (7um a 100um de espessura) e posterior dessorcdo dos compostos
volateis por aquecimento diretamente no injetor do cromatdgrafo a gas. Ha varios tipos de
polimeros adsorventes, mas sdo comumente usados polidimetilsiloxano, poliacrilato,
carbowax/divinilbenzeno. Esté técnica tem sido usada no estudo de volateis que mediam as
interacOes plantas-insetos, apesar de ser uma técnica que permite uma coleta e analise de
amostras rapidamente, tem alta sensibilidade e para muitos compostos, boa reprodutibilidade.
Porém a amostra ndo pode ser usada para ensaios bioldgicos.

2.7.2 ldentificagdo de Semioquimicos

Na identificagdo de semioquimicos geralmente é utilizada uma técnica cromatografica,
como por exemplo, a cromatografia gasosa (CG) ou cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) seguida por um método espectroscopico, como ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio ou um método espectrometrico, como a espectrometria de massas (EM). Embora,
a principio, um numero consideravel de metodos encontra-se a disposi¢do, na pratica, este
niimero é reduzido devido & quantidade excessivamente pequena de material produzido (10 a
107 g). As técnicas mais utilizadas sdo a cromatografia gasosa acoplada a eletroantenografia

(CG-EAD) e a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM).
2.7.2.1 Cromatografia gasosa

Esta técnica baseia-se na particdo da amostra entre duas fases distintas, a fase movel
(gas de arraste), que serve para arrastar os analitos na coluna cromatografica e a fase

estacionaria geralmente.
Indice de retencdo (RI)

Uma das importantes caracteristicas da cromatografia gasosa € o fato dos tempos de
retencdo de analitos em uma fase estacionaria serem altamente reproduziveis, particularmente
em modernas colunas capilares, fabricados com padrdes de qualidade altamente controlados.

O indice de retencdo pode ser reproduzido com alta precisdo em outro equipamento, mas
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equipado com a mesma coluna, estes indices de retencdo sdo artificios que fornecem valiosas

informagdes sobre a identidade dos compostos em analise.

Na literatura sdo referenciados 4 tipos de indices de retengdo: indice de retencdo (RI),
indice de retencdo linear ( RI"), indice de retencéo de alcanos normais (Rlnom) € indice de
retencdo de Lee ( Rlie) ( LEE et al.,, 1979). Os indices de retencdo de Kovats (RI) sdo
medidos em condigdes isotérmicas e os indices de retencdo linear (RIT) sdo medidos por um
programa de rampa de temperatura. O RI, Rl'e Rlnom usa uma série homéloga de alcanos
normais ( n-alcanos) como referéncia. Alguns indices de retencdo de n-alcanos séo
categorizados como indices de retencdo de n-alcanos na base de dados de NIST08 porque os
indices de retencdo ndo podem ser calculados a partir da literatura original. O Rl e RI sdo

calculados com as formulas a seguir:

trx—trn

RIT =100*n+ 100% (N —n) = 2)

trN—trn

Onde trx é o tempo de retencdo do analito, trN e N, sdo respectivamente, o tempo de
retencdo e numero de atomos de carbono do alcano mais proximo eluindo apés o analito, trn e
n séo, respectivamente, o tempo de retencdo e o niumero de carbonos do alcano mais proximo
eluindo antes do analito (CASTELLO; MORETTI; VEZZANI, 2009).

Os indices de retencdo de Lee (Rle) usam hidrocarbonetos aromaticos policiclicos
(PHAs) como: naftaleno, fenantreno, criseno e piceno, isto €, compostos que consistem em
dois ou mais anéis benzénicos fundidos, respectivamente como marcadores de retencdo para
cromatografia gasosa de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos e derivados (STEIN, 2008).
O valor do Rl pode ser calculado usando a equacdo (1) ou (2) dependendo das condigcbes
experimentais. Todos os indices de Lee sdo categorizados como complexos, isotérmicos ou
rampa na base de dados de NIST008. Para fins de comparacéo, todos indices isotérmicos de
Lee sdo convertidos para Rl de acordo com a expressdo abaixo (BABUSHOK; LINSTROM,
2004):
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RI = (194.4 — 0.2017T) + L(4.48 + 3.72x10" %) +

L*(4.21x107°T — 1.1610™%) (3)

Onde T, a temperatura em °C e L indice de retencdo de Lee em condigGes isotérmicas
e RI indices de retencdo de Kovats convertidos. Os indices de retengdo complexos e Rampa

de Lee séo convertidos para RI de acordo com a equagéao abaixo:

RI = 127.7 + 4.5269xL + 2.6193x107*xL* + 5.00x10™ " xL? (4)

Onde T, temperatura em °C, L, o indice de retencdo de rampa ou complexo e RI, o
indice de retencdo de Kovats De acordo com as equacdes (3) e (4) pode esperar que estes
indices de retencdo de Kdvats convertidos variem em grande escala pelo fato das formulas
usadas serem empiricas. Alem disso, os indices de retencdo de Lee sdo aproximadamente seis

vezes menores que os indices de retencdo de Kdvats.

Os indices de retencdo variam ligeiramente com a temperatura e bastante com a fase
estacionaria da coluna. Por isso esses paramétros devem ser fornecidos junto com o valor do

indice de retencéo.
2.7.2.2 Quantificacdo de Semioquimicos

A analise quantitativa de compostos organicos volateis pode ser conduzida por
cromatografia gasosa com detector de ionizacdo de chama através do método de adicdo de
padrdo interno, no qual as incertezas devido ao volume de injecdo sdo minimizadas. O método
de adicdo do padrdo interno consiste na adicdo de um composto de concentra¢do conhecida &
amostra. O composto escolhido ndo deve fazer parte da amostra e para atingir maior precisdo
na quantificacdo € recomendado que a sua estrutura quimica seja mais proxima possivel do
composto que se quer quantificar, pois o detector responde de forma semelhante para os

compostos com caracteristicas quimicas semelhantes.
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Para a quantificacdo, a razdo das areas (ou alturas) do padrdo interno e do analito s&o
usadas como parametro analitico. No entanto ndo foi eliminado o efeito da resposta do
detector para os diferentes analitos que pode se chamar de sensibilidade do equipamento ao

analito ( Ka).

A éarea do pico cromatografico esta relacionada com a concentracdo do analito a e

pode ser  descrita como:

Onde ka é uma constante de proporcionalidade que depende do analito, do detector e
das condicOes de operacdo do equipamento, Ca é a concentracdo do analito a e v é o volume

injetado de amostra.

Se na mesma solucdo estiver presente o padrdo, s, a area do pico podera ser descrita

pela equacao:

Como as duas substancias sdo injetadas simultaneamente, o volume é 0 mesmo nas
duas equacgdes. Caso o detector responda da mesma forma para a e s, entdo o factor de

resposta serd um, e por tanto, a equacéo fica reduzida a:

Em estudos de Ecologia Quimica é usada de forma corriqueira a equacdo acima, ja que
muitas vezes ndo se conhece a identidade de todos os componentes presentes na amostra.
Desta maneira é assumido que o detector responde da mesma forma para todos oS

componentes da amostra e para o padrdo interno.
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2.7.2.3 Espectrometria de massas

Espectrometria de massas pode ser entendida como uma técnica analitica que permite
a identificacdo da composi¢cdo quimica de um determinado composto isolado, ou de diferentes
compostos em misturas complexas, essa determinagédo baseia-se na fragmentacao e ionizagao
das moléculas com um feixe de elétrons ou com ions. Por estarem no estado gasoso estes ions
formados podem ter suas trajetdrias controladas em campos magnéticos e elétricos. Esta
movimentacao é determinada pela razdo entre a massa de um determinado composto (analito)
e sua carga liquida, designada por m/z (mass to charge ratio). Assim, conhecendo o valor de
m/z de uma molécula é possivel inferir sua composicdo quimica elementar, e com isso
determinar sua estrutura (VAN BRAMER, 1998).

Em Ecologia Quimica a espectrometria de massas € uma opcao logica na identificacao
de compostos orgéanicos volateis que mediam a interacdo entre plantas e insetos devido a
facilidade de esta ser hifenada com Cromatografia gasosa, esta hifenagcdo permite uma
separacdo e posterior identificacdo (BIRKETT, 2010). A cromatografia gasosa também pode
ser hifenada com o espectrébmetria na regido do infravermelho especificamente o
espectrocopia de infravermelho com Transformadas de Fourier (GC-FIR) (BIRKETT, 2010).
Né&o obstante 0 GC pode ser hifenado com Espectroscopia de Ressonancia Magnética nuclear,
mas ainda ndo foram encontrados exemplos nas referéncias que mostram a aplicacdo desta

técnica hifenada no estudo de semioquimicos (BIRKETT, 2010).

Os espectrémetros de massas (Figura 15) sdo constituidos basicamente por : um
sistema de injecdo de amostra, fonte de ionizacdo, analisador de massas, detector e um

sistema de registro de dados.
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Figural5 - Representagdo esquematica do Cromatografo Gasoso Acoplado ao espectrometro
de massa

Multiplicador
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Fonte: BLASSIOLI ,2011.

Existem varias técnicas de ionizacdo, dentre elas, 0s mais comuns para pequenas
moléculas volateis sdo: impacto de elétrons e a ioniza¢do quimica. Na ionizagdo por impacto
de elétrons, os ions sdo formados quando moléculas a amostra no estado gasoso colidem com
elétrons que foram emitidos por um filamento. A faixa de energia destes elétrons em geral é
de 10 a 100eV. Quando a energia dos elétrons que colidem com a molécula tem a energia
minima para remover um elétron da molécula neutra, ocorre a ionizagdo formando um ion
molecular, porém quando a energia for alta pode ocorrer fragmentagoes (Figura 16) (KITSON
et al.,1996; ARDREY, 2003; ELJARRAT; BARCELO, 2005; HOFFMANN; STROOBANT,
2007; DASS, 2007).

Figura 16 - Tipico processo de ionizag&o eletrénica a 70 eV: Formagéo do cétion radical,
seguida de fragmentacdo e rearranjos moleculares.
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Fonte: ARDREY, 2003



49

Por outro lado, a ionizagdo quimica é classificada como branda. Nesta técnica, 0s
elétrons ndo ionizam diretamente a amostra e sim um gas, que € adicionado em propor¢des
elevadas na fonte de ions. Estes ions reagem com as moléculas da amostra, gerando ions
positivos (Figura 17) e as vezes negativos (Figura 18) (MUNSON e FIELD, 1966;
HOFFMANN; STROOBANT, 2007). Alguns destes gases reagentes mais comumente

utilizados incluem: metano, etano, aménia e isobutano.

Figura 17 - Representacdo esquematica de alguns eventos durante a ionizagdo quimica,
usando metano como gés reagente.

CH, + e N CH, 4, " + 2e
CHL " — CHs* + H=®

CH4 " + CH, —— CHg* + CHg®
CHyt + CH, ———= CoHs* + Ho
CHs™ + M —_— MH* + CH,

Fonte: ARDREY, 2003.

Dependendo das caracteristicas do analito, a ionizagcdo quimica também pode produzir

fons com cargas negativas.

Figura 18 — Representacdo esquematica de alguns eventos durante ionizagdo quimica para
formacéo de ions positivos.

AB + e — AB®" (capturade elétron)
AB + e —> A*+ B~ (captura dissociativa)

AB + e~ —> AT + B~ + e (produgéo pares idnicos)

Fonte: HOFFMANN; STROOBANT, 2007.

Outra parte do espectrémetro de massas € o analisador de massas, este tem funcéo de
separar os ions formados na fonte de ionizacdo pela sua razdo massa carga. Existem varios

tipos de analisadores, sendo 0s mais comuns: 0 de sector magnético/eletrostatico, tempo de



50

voo (TOF), filtro quadrupolar (Figura 19), armadilhas de ions (ion-trap),analisador de

ressonancia ciclotronica (ICR).

Figura 19 - Representacdo esquematica de um quadrupolo.
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Fonte:<http://www.chem.vt.edu/chem-ed/ms/quadrupo.html>

O ion ao sair do analisador, a corrente elétrica destes ions ¢ medida através de um
multiplicador de elétrons. Depois registrado e digitalizado, o sinal € registrado em um grafico
(Figura 15). Durante as fragmentagdes sdo comuns obtidos de serem obtidos fragmentos
primarios, aqueles simplesmente obtidos por quebra de ligaces. Porém, outros fragmentos
podem ser dificeis de serem interpretados, sdo chamados de fragmentos secundarios, produtos
de rearranjos moleculares ocorridos durante o processo da fragmentacdo. Um dos rearranjos,
Um dos rearranjos mais conhecidos é chamado de McLafferty, em homenagem a Fred W.
Mclafferty quem o descreveu. Este tipo de rearranjo ocorre quando uma molécula contendo
um grupo carbonilico (como um acido graxo metil éster) passa por uma clivagem do tipo b,
que leva a formacdo de um ion radicalar (Figura 20) (MCLAFFERTY, 1959; IUPAC, 2006).

Figura 20 — Rearranjo McLafferty
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2.7.2.4 Cromatografia Gasosa Acoplada a Eletroantenografia (CG-EAD)

As principais caracteristicas dos insetos, no que diz respeito a comunicacdo quimica,

sdo a sensibilidade e especificidade com que suas antenas atuam para a percep¢do do(s)


http://www.chem.vt.edu/chem-ed/ms/quadrupo.html
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correto(s) componente(s) de seus feromonios (STEINBRECHT e SCHNEIDER, 1980;
KAISSLING ;THORSON, 1980). Schneider (1963) estudando o comportamento eletro-
fisiolégico no sistema olfativo de Bombyx mori revelou que o potencial de recepcdo do inseto
ao seu feromdnio poderia ser registrado utilizando-se uma antena isolada, posicionada entre
dois microeletrodos capilares, que estariam conectados a um amplificador e a um registrador.
O sistema, entdo chamado de EAD (electroantennographic detector), em que a antena do
inseto é utilizada como elemento sensitivo (detector bioldgico), passou a ser amplamente
utilizado para realizagdo de ensaios bioldgicos.

Moorhouse et al. (1969) descreveram o acoplamento do sistema EAD a um
cromatdgrafo gasoso utilizando-se uma diviséo de fluxo da coluna. Tal técnica fez surgir um
método extremamente eficaz na deteccdo de substancias que exerciam atividade biologica
sobre o inseto, uma vez que estariam sendo associados a especificidade e sensibilidade do

EAD a enorme capacidade analitica e de separacdo do cromatdgrafo gasoso.
2.7.2.5 Quimica Organica Sintética na Identificacdo de semioquimicos

A Quimica Organica Sintética € um dos principios fundamentais na Quimica dos
produtos Naturais e tem sido usado com muita frequéncia na confirmacéo de estruturas de
produtos naturais de plantas e insetos desde o século passado. E no contexto de compostos
que mediam a interacdo entre plantas e insetos, a sintese quimica ainda continua sendo util
pois fornece compostos sintéticos para a confirmacao de estruturas e intermedia a producgéo

em larga escala compostos para testes em campo (BIRKETT, 2010).

2.7.3 Bioensaios comportamentais

Os insetos respondem a diferentes estimulos quimicos provenientes de plantas (por
exemplo, insetos polifagos), odores de hospedeiros e feromdnios para o acasalamento e
agregacao (RANJITH, 2007). Olfatdmetros e tuneis de ventos sdo geralmente usados para
monitorar as respostas de insetos a odores. Varios olfatbmetros com bracos como olfatdmetro
em Y, Olfatbmetro em U, olfatbmetro com quatro bracos ou seis bracos sdo geralmente
usados para detectar e medir a resposta dos insetos em relacdo a fonte de odores. Respostas
comportamentais especificas como movimentos antenais e outros sdo monitorados em tunel
de vento (NOLDUS; VAN LENTEREN, 1985). Eles sdo também utilizados em bioensaios
para detectar a capacidade de localizagéo de plantas hospedeiras (MENSAH et al., 2005).
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Diversos bioensaios comportamentais tém sido referenciados para testar 0s
semioquimicos de afideos como: olfatbmetro com quatro bragos desenhado por Petterson
(1970), olfatdometro de linear-pista (ISAACS et al., 1993) e o compensador de locomocao
(VISSER; TAANMAN, 1987).
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3 PARTE EXPERIMENTAL
3.1  Conducéo das plantas do feijdo caupi

As sementes das cultivares TVU 408-resistente, Vita7-suscetivel e Gurguéia-
comercial de feijdo caupi, V. unguiculata, utilizadas neste trabalho foram obtidas na
Universidade Federal de Ceara. As plantas foram cultivadas em casa de vegetacdo do Centro
de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Alagoas e sob condi¢fes de temperatura de
27+2° C, umidade 65+2% e fotoperiodo de 12horas. Em copos descartaveis com 500mL de
capacidade, preenchidos com substrato formado por : solo (50%), himus de minhoca (30%) e
substrato comercial (20%), foram semeados duas sementes por copo. Apds sete dias da
germinacdo, efetuou-se o desbaste de uma plantula, permanecendo somente uma por
recipiente. Quando as plantas estavam com trés trifoli6los definitivas, em torno de trés

semanas, foram utilizadas para os experimentos (Figura 21).

Figura 21 - Plantas de feijdo caupi em vasos plasticos.

Fonte: Autor, 2013.

3.2  Obtengdo e criacao do pulgdo em laboratorio

Os pulgdes foram oriundos da Universidade Federal Ceara. A criacdo dos pulgdes foi
realizada na sala de criacdo de insetos do Instituto de Quimica e Biotecnologia e sob

condigdes de temperatura de 25 +2°C e umidade relativa de 60%.
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Os pulgdees foram criados em plantas de feijdo caupi ( Gurguéia e Vita 7), com 15
dias ap6s o plantio, protegidos com tela antiafidica (1,0m x 1,0m x 0,5m), onde fémeas
adultas apteras foram colocadas, com o auxilio de um pincel, nas plantas. Em cada 4 dias as
plantas eram trocadas e 0s insetos transferidos com auxilio de um pincel para as plantas

novas. Este procedimento foi realizado vérias vezes de modo a manter o inseto.

Os insetos criados foram usados para infestagdo dos pulgdes para posterior coleta de
volateis, para os testes de antibiose e também para 0s ensaios comportamentais com 0s
extratos de compostos volateis. Contudo, para 0s ensaaios comportamentais foram usados 0s

pulgdes alados.
3.3 Avaliagéo da susceptibilidade das cultivares do feijéo caupi

Neste experiemnto foi realizado o ensaio sem chance de escolha, com as trés cultivares
(TVU 408, Gurguéia e Vita 7). Foram 10 repeticdes por cada variedade e foram infestadas 5
fémeas adultas. Apos 48h foram contados os pulgfes adultos mortos e vivos, como tambem
quantas ninfas existiam em cada tratamento, e foram retirados os pulgdes adultos que foram
infestados no primeiro dia. Apds 48h depois dessa primeira avaliacdo, ou 96h apds a

infestacdo, quantificou-se o nUmero de adultos vivos e mortos e 0 nimero de ninfas.
3.4  Aplicagdo da 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 e uma dosagem de 50 g.ha™ de cis-jasmona em uma emuls&o com Tween
20 (125 pL de cis-jasmona em 0,5 L de agua destilada e 0,5 pL de Tween 20). Apenas foram
tratadas as variedades Vita 7 e Gurguéia. Apds 72horas os compostos volateis foram

extraidos. As plantas ndo tratadas foram pulverizadas com agua destilada.
3.5  Coletas de compostos volateis das plantas de feijao caupi

Filtros de carvdo foram condicionados antes do uso, colocando-os num forno a uma
temperatura de 100 ° C por um periodo minimo de 2 horas. Apo6s duas horas foram retirados
do forno e deixados envolvidos com papel aluminio até a temperatura baixar o suficiente para

serem usados no procedimento de aeracao.
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Os tubos contendo 60mg do adsorvente PorapaK Q, etil-vinilbenzeno-divinilbenzeno
foram condicionados antes do uso, passando 4 ml de hexano destilado e aquecido a 132 ° C
por 2 h sob um fluxo constante de nitrogénio.

Os compostos volateis foram coletados das plantas pulverizadas e ndo pulverizadas
com cis-jasmona. Neste experimento plantas com trés folhas definitivas em torno de mais ou
menos trés semanas foram infestados com o pulgdo preto. Este procedimento consistiu em
colocar 5 pulgdes apteros com o auxilio do pincel na folha e aprisionado com uma gaiola para
eles ndo fugirem. Apds 24horas foram removidos os pulgdes para coleta dos compostos

volateis, este procedimento foi realizado para 48horas e 72horas de infestacao.

As plantas foram colocadas dentro de sacos de poliéster utilizado para microondas e
freezer como descrito por Stewart_Jones e Poppy (2006), isolando o vaso e o0 solo com papel
aluminio. Ar foi injetado no saco plastico passando antes por um filtro de carvéo ativado a um
fluxo de 400 mL/min por planta. Tubos com o Porapak Q foram utilizados no topo do saco e
0 ar coletado a uma vazdo de 400 mL/min para cada planta. As plantas foram aeradas por 24
horas. Ao término das aeracdes a dessor¢cdo dos compostos foi realizada passando-se 700 puL
de hexano nos tubos contendo o Porapak Q com os volateis adsorvidos e recolhidos em tubos
de vidro Borossilicato com tampa com liner de Politetrafluoroetileno (Teflon) (Figuras 22, 23
e 24). Os tubos de vidro de Borossilicato apos a dessor¢ao foram armazenados no Freezer a -
20° C e os adsorventes foram ativados e colocados dentro de um recipiente de vidro e

envolvidos com papel aluminio para evitar a sua fotodegradacéo.



Figura 22 - Esquema ilustrativo de coleta de volateis
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Fonte: Chemical Ecology Training Manual, Rothamsted Institute

Figura 23 - Coleta de compostos volateis por aeragéao.

Fonte: Autor, 2013.
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Figura 24 - Dessorcao por solvente de compostos volateis.

Fonte: Autor, 2013.

3.6 Bioensaios com olfatdmetro

Os bieonsaios comportamentais em olfatdmetro com o pulgdoA. craccivora foram
realizados com os extratos com compostos volateis das variedades TVU 408 considerada
resistente e das variedades Gurguéia e vita 7 consideradas susceptiveis ao Aphis craccivora.
Foram realizados experimentos com volateis resultantes do tratamento das plantas com cis-
jasmona, da infestacdo. Testes comportamentais foram realizados utilizando olfatbmetro de
quatro bracos (PETTERSSON, 1970; COSTA, 2010) (Figuras 25, 26 e 27) iluminado com
uma lampada difusa uniforme em 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 400 mL/min dos
quatro bracos em direcdo ao centro do aparelho. Os insetos foram introduzidos na camara pelo
orificio central, e o tempo gasto e o 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 uL) das amostras foram aplicadas a
uma tira de papel filtro, e o solvente era deixado evaporar-se durante 30 s. A tirade papel foi
entdo colocada no final do braco do lado tratado. Os trés bragos controle foram igualmente

tratados com 10 pL de hexano em papel de filtro. Cada experimento foi repetido 20 vezes
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com insetos diferentes e o0s resultados analisados por estatistica paramétrica (Analise de

Variancia). A média de tempo gasto nos bragos do tratamento foi comparada com a média de

tempo gasto nos bragos dos controles.

Figura 25 - Diagrama ilustrando as cinco areas do olfatometro de 4 bragos.

Fonte: Chemical Ecology Training Manual, Rothamsted Institute

Figura 26 - Esquema ilustrando o olfactometro de quatro bracos.

Airflow in

Fonte: COSTA, 2010.
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Figura 27 - Detalhe do bioensio com olfactémetro de 4 bragos

Fonte: Autor, 2013

3.7 Analise de compostos volateis

Os compostos volateis dessorvidos do adsorvente foram analisados em Cromatégrafo
Gasoso (GC-2010, SHIMADZU) com detector por ionizagdo por chama, equipado com
coluna RTx-1 (30mx0,25mm). A temperatura do forno foi mantida a 50°C durante 5minutos,
programada para subir 6°C por minuto, até atingir 270°C e permaneceu por 5 minutos. As
temperaturas de injetor foram 250 e 280 °C e o tempo total da corrida foi de 46,67 minutos. O
modo de injecdo foi Splitless Os compostos foram identificados de forma tentativa
calculando-se o indice de Kovats e posterior consulta na base de dados Pherobase. Para o

calculo uma série de alcanos C7-C40, foi injetada no cromatografo.

Os extratos também foram analisados no Cromatografo Gasoso acoplado ao
Espectrometro de Massas (GC/MS-QP 2010 Ultra; SHIMADZU) equipado com a coluna DB-
5 column (30m x 0 25 mm id x 0.25 um); J&W Scientific e hélio como gas de arraste. As
temperaturas da Fonte de 16ns e da Interface foram 200°C e 290°C respectivamente. O modo
de injecdo da amostra foi Splitless Os compostos foram identificados por comparacéo
automatica usando o banco de dados Wiley MS (Wiley Class 5000, sexta edi¢do) usando o
GCMSolution software. E ainda pelo célculo do indice de retencdo, usando um padrdo de
alcanos de C7-C40.
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3.8  Ensaio de antibiose em casa de vegetagao

Utilizaram-se as concentragdes 50g/ha, 75g/ha e 100g/ha para o tratamento e para a
testemunha foi utilizada 500 pL de Tween 20 + 1 L de agua . Todos os tratamentos
apresentaram cinco repeticdes, sendo a unidade experimental constituida de uma planta por

copo.

Aos quinze dias apds o plantio, as plantas foram devidamente distribuidas sobre as
bancadas de maneira a ndo se tocarem, para que fosse possivel realizar a infestacdo, sendo que
a pulverizagdo com a cis-jasmona foi realizada trés dias antes para ocorrer a sua translocagédo
na planta. Em seguida, foi colocada em uma gaiola protegida com tela antiafideos para
aprisionar os cinco pulgdes apteros que foram cuidadosamente selecionadas e retiradas, com o
auxilio de um pincel, de plantas de feijao caupi da criacdo estoque (Figura 28). Trés dias ap6s
a infestacdo, foi quantificado o numero de insetos adultos presentes em cada cultivar,
retirando-os da planta. Passados cinco dias, foi avaliado, por planta, o nimero total de ninfas,
sem separa-las por instar.

Figura 28 - Detalhe da gaiola utilizada para o estudo de antibiose do pulgéo preto em feijao
caupi.

Fonte: TRINDADE, 2013.
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3.9 Andlises estatisticas

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas

pelo teste de Tukey. O efeito da dosagem foi usada uma regressao.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1  Avaliacdo da suscetibilidade das variedades do feijao caupi

Os ensaios realizados nesta pesquisa sem chance de escolha do pulgdo preto, A.
craccivora, mostraram que a variedade TVU 408 apresentou menor nimero de adultos vivos
e menor nimero de ninfas, comparacdo com as outras variedades Vita7 e Gurguéia, conforme

a tabela abaixo (Tabela 1).

Tabela 1 - Namero médio de adultos, ninfas e ninfas por adulto do pulgéo preto, A. craccivora,
em 3 cultivares de feijdo caupi, V.unguiculata. (ANOVA, a 5% de probabilidade).

Cultivar’  AV1 AM1 AV?2 AM?2 NF1 NF2

Gurguéia 5,00 + 0,00 + 11,40+ 0,00 + 15,80+ 17,40+2,86
0,00A 0,00B 3,26 A 0,00A 524 A A

Vita 7 4,20 + 0,80+ 9,20+ 0,00 + 24,70+ 12,00+ 1,24
0,132 0,13B 1,66 A 0,00A 6,40 A A
TVU 1,00 £ 4,00+ 0,30+ 0,60+ 0,80+ 0,90+ 0,48

0,49B 0,49 A 0,15B 040A 049B B

Fonte: Autor, 2013.

Neste ensaio sem chance de escolha, observou-se uma diferenca estatistica, entre 0s
materiais testados, quando considerado o numero de ninfas e a rela¢do ninfas por adulto vivo
de Aphis craccivora. E importante referenciar que ao se avaliar o nimero de adultos vivos a
analise de varianca detectou a existéncia de diferencas significativas entre os tratamentos a
5% de probabilidade. Entretanto as variedades Vita7 e Gurguéia ndo apresentaram diferenca
significativa entre elas, mas ambas diferiram significativamente em relacéo a variedade TVU
408. Ainda no mesmo ensaio, na avaliacdo do nimero de ninfas vivas e da relacdo ninfas e
adultos os gendtipos Vita 7 e Gurguéia mostraram melhores condicBes para a sobrevivéncia e

reproducdo e desenvolvimento dos pulgdes.

A cultivar TVU 408 apresentou menor nimero de adultos vivos e também menor
namero de ninfas em relacdo as outras duas cultivares Vita 7 e Gurguéia. Silva & Blecher

(2010) estudaram a resisténcia de varios genotipos de V. unguiculata e constataram que 0

1 As médias na coluna néo seguidas da mesma letra diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey em

nivel de 5% de probabilidade de erro; Avl=Adultos vivos primeira avaliacdo; Av2=Adultos vivos segunda
avaliacdo; AM1=Adultos mortos primeira avaliacdo; AM2=Adultos mortos segunda avaliacdo; NF1=Ndmero de
ninfas primeira avaliacdo; NF2=Numero de ninfas segunda.
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gendtipo TVU 408 e resistente a A. craccivora, e a resisténcia poderia ser tanto do tipo
antibiose como antixenose. Ainda de acordo com 0s mesmos autores, dentre as variedades
consideradas susceptiveis, a cultivar a cultivar Vita 7 foi suscetivel em ensaios realizados.
Ofuya (1988) classificou em seus estudos a cultivar TVU408 como resistente e 0 mecanismo
de resisténcia seria do tipo antibiose em casa de vegetagdo. Silva e Bleicher (2012),
trabalhando com varios genotipos de caupi constataram que 0s genotipos BRS Guariba, TVu
410, BRS Paraguacu, TVu 36, Sempre Verde, TVu 408 P,, Setentdo e Epace 10 apresentaram
resisténcia ao pulgdo sendo a resisténcia dos genétipos TVu 408 P,, TVu 410 e TVu 36 por
antibiose (SILVA; BLEICHER 2010).

Adicionalmente, Laamari et al (2008), avaliaram a resisténcia de 7 cultivares de feijao
Vicia faba L em relagdo a A. craccivora, tendo constatado que todas as variedades sdo
atrativas a A. craccivora sendo a maior atratividade verificada nas variedades V23 e V24
enquanto que a variedade V51 mostrou um alto nivel de resisténcia por antibiose afetando
significativamente varios parametros da biologia do pulgdo. Qiu et al ( 2011) avaliaram a
resisténcia de 12 variedades de arroz em relacdo a Nilaparvata lugens (Homoptera:
Delphacidae) Stal (1854) , resultados desta pesquisa apontaram que as variedades Swarnalata
e B5 apresentaram altos niveis de antibiose e tolerancia em relacdo a N. lugens, enquanto que,
as variedades Mudgo e T12 mostraram uma moderada antibiose e tolerancia a BHP e as

demais variedades foram classificadas como susceptiveis.

A resisténcia do feijdo caupi a A. craccivora é dependente do fen6meno
gendtipo/ambiente (SILVA; BLEICHER, 2010), pois alguns genétipos podem ser resistentes
em outros paises e susceptiveis em outros. Por exemplo, 0s mesmos autores constaram que o
gendtipo TVU310 é susceptivel de acordo com a andlise estatistica feita, mas resistente de
acordo com os experimentos realizados por Singh (1977) na Nigéria. Outro fator relevante é a
existéncia de varios biotipos de A. craccivora, o que pode ainda ser causa da diferenca nos
resultados em varios locais de estudo. De acordo com Moraes e Bleicher (2007), existem pelo

menos 5 biotipos do pulgdo do feijao.
4.2  Acdo dos compostos volateis obtidos de plantas de feijdo caupi testemunhas

Os ensaios comportamentais realizados com A. craccivora usando os extratos dos
volateis de feijdo caupi, sem nenhum tratamento, das trés variedades, mostraram nao haver

diferenca significativa entre o controle e a amostra sob andlise, em relacdo ao tempo de


http://en.wikipedia.org/wiki/Carl_St%C3%A5l
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residéncia em cada bragco do olfactometro (Figura 29). Comparando os tempos de residéncia

das trés variedades usando ANOVA a 5% de probabilidade, ndo houve diferenca significativa

entre as trés variedades. O teste de Tukey também mostrou ndo existir diferenca significativa

entre as médias dos tempos de residéncia do pulgdo no olfatdmetro, TVU 408 (3,1425), Vita

7(3,9755) e Gurgéia (4,1175).

Figura 29 - Resposta comportamental do pulgdo preto A. craccivora aos compostos organicos volateis
emitidos pelas palntas testemunhas (COVs —RPT) das cultivares TVu 408, Gurguéia e Vita7 e
em relacdo ao hexano ( controle). O A. craccivora foi observado por 16 minutos (N=20). A
altura no grafico de barras corresponde ao tempo médio gasto pelo inseto em cada braco do

olfatémeto. As respostas comportamentais do inseto foram analisadas por ANOVA e seguida
pelo Teste de Tukey (P<0.05).
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Os compostos organicos organicos volateis liberados pelas trés cultivares foram

diferentes conforme pode ser visto na Tabela 2.



Tabela 2 - Compostos organicos volateis emitidos pelas

nenhum tratamento.
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trés cultivares de feijdo caupi sem

Cultivares
Nome do composto RI  TVU408 Vita7 Gurgueia

(a)- Terpineol 1190 - X -
2-fenil-1,3-dioxolano 1416 X - -
2-metilpentanol 925 x - -
1(R)-(a)-pineno 937 - X -
2,4-dietil-6-metil-1,3,5-trioxano 1340 - X -
2- a-pineno 982 - X -
2-metil-2-hepten-6-ona 989 x X -
6,11-dimetil-2,6,10-dodecatrien-1-ol 2240 x - -
Acetato de 2-propenila 915 x - -
Acetilcedreno 2142 X - -
2-metil-1-butenilabenzeno 1237 x - -
Oxido de cariofileno 1674 - - X
Cis-ocimene 930 - - X
Dihidrofarnesol 972 - - X
2,6,10 —trimetildodecano (farnesano) 1398 - - X
Endo-fenchol 1162 x - -
p-etilacetofenona 918 x - -
Geranil acetona 1646 X X -
L-(a)-terpineol 1269 x - -
Limoneno 1049 - X -
L-limoneno 1024 - - X
Acetato de Mentilo 1134 x - -
Nerol 945 x - -
Hidrato de trans sabineno 1251 - - X
Indice de retencgéo ( RI); (x) presenca; (-) auséncia; Fase estacionaria: DBS5.

Fonte: Autor, 2013

Por outro lado, os compostos volateis produzidos pelas trés cultivares ndo tiveram um

efeito comportamental significativo. Bolter et al (1997), observou que o besouro da batata

inglesa, Leptinotarsa decemlineata (Coleoptera: Chrysomelidae) Say, 1824 néo foi atraido

por compostos volateis liberados por plantas jovens. Porém a atracdo do inseto foi verficada

apos o ataque. Costa et al ( 2010), observaram que na cultivar suscetivel de pimentdo, Sweet

Pepper All Big produziu volateis que ndao foram atrativos ao pulgdo A. gossipy. Porém a

cultivar resistente produziu compostos volateis que foram repelentes a praga. Contudo, a
cultivar TVu 408, pelo fato de ter uma resisténcia por antibiose (MORAES; BLEICHER,

2007), provavelmente os seus compostos volateis ndo tiveram uma acdo comportamental

significativa ao pulgdo preto.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Coleoptera
http://pt.wikipedia.org/wiki/Chrysomelidae
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Os compostos volateis liberados pelas trés cultivares foram diferentes entre si.
Contudo algumas substancias como limoneno, 2-a-pineno liberadas pela cultivar Vita 7
foram encontrados na cultivar Vita 1 (WANDE et al., 1989).

4.3 Ac¢do dos volateis obtidos apés a infestacdo do feijdo caupi sobre o

comportamento do pulgéo preto.

Os resultados obtidos em ensaios de olfatometria com os compostos organicos volateis
obtidos pelas variedades Vita 7 e Gurguéia apos a infestacdo atrairam significativamente o

afideo A. craccivora (Teste de Tukey) ( Vide Figuras 30 e 31).

Figura 30 - Resposta comportamental do pulgdo preto A. craccivora aos volateis emitidos pela
cultivar Guruguéia apos infestacdo (COVs-PAI) em relacdo ao hexano (controle), no
olfatbmetro de quatro bracos em olfatdbmetro. O A. craccivora foi observado por 16
minutos (N=20). (A)-24horas; (B)-48horas e (C)-72horas A altura no grafico de barras
corresponde ao tempo médio gasto pelo inseto em cada braco do olfatbmeto. As
respostas comportamentais do inseto foram analisadas por ANOVA e seguida pelo

Teste de Tukey (P<0.05).
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Figura 31 - Resposta do pulgdo preto Aphis craccivora aos volateis emitidos pela cultivar Vita 7
apos infestacdo ( COVs-PAI) em relagdo ao hexano, no olfatbmetro de quatro
bragos. O A. craccivora foi observado por 16 minutos ( N=20). (A)-24horas; (B)-
48horas e (C)-72horas A altura no gréafico de barras corresponde ao tempo médio
gasto pelo inseto em cada braco do olfatdmeto. As respostas comportamentais do
inseto foram analisadas por ANOVA e seguida pelo Teste de Tukey ( P<0.05).
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A infestacdo do feijdo caupi, cultivar Gurguéia pelo pulgdo preto alterou a composicao
dos compostos organicos volateis. Alguns compostos produzidos antes da infestacdo néo
foram produzidos ap0s a infestacdo e ainda foram produzidos novos compostos que ndo foram

liberados antes da infestacdo conforme pode ser visto na Tabela 3.
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Tabela 3 - Compostos volateis liberados pelo feijdo caupi, cultivar Gurguéia apos a infestacao
pelo pulgéo preto, A. craccivora, a infestacéo foi realizada durante 24horas, 48horas

e 72horas;
Gurguéia
Nome do composto RI Test 24horas 48horas 72horas
2-metdxi- 1,4-benzenodiol, * - - - X
Diacetato de 1,4-butanodiol 947 - - X -
13-metil-(Z)-14-nonacoseno * - X - -
17-pentatriaconteno * - X -
2,4-dimetildeceno-1 1119 - - X -
2-metil-2-hepten-6-ona 1001 - - - X
Acetato de 4-metil-2-pentila 959 - - X -
Acetato de 4-tert-butilciclohexila 1414 - - - X
6-metil-5-hepten-2-ona 959 - - X -
(R)-1-metil-5-(1-metiletenila) ciclohexano 1055 - - X
Geranil acetona 1647 - - - X
4-metilhexadecano 1954 - - X -
Isozonarol 1975 - - - X
L-a-terpineol 1269 - - - X
2-metil-5-metil-(1-metietil) fenol 1359 - X - -
Fitol 1158 - - - X
Tiogeraniol * - X - -
Trans-(B.)-cariofileno 1603 - - X

*Nao foi possivel calcular o indice de retencdo ( RI); (x) presenca; (-) auséncia; Fase estacionaria: DB5.

Fonte: Autor, 2013

A infestacdo do feijdo caupi, cultivar Vita 7 pelo pulgdo preto alterou a composicao

dos compostos organicos volateis. Alguns compostos produzidos antes da infestacdo nédo

foram produzidos apos a infestacdo e ainda foram produzidos novos compostos que nao foram

liberados antes da infestacdo conforme pode ser visto na Tabela 4.
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Tabela 4 - Compostos volateis liberados pelo feijéo caupi, cultivar Vita 7 apds a infestacao pelo
pulgéo preto, A. craccivora, a infestacéo foi realizada durante 24horas, 48horas e 72horas.

Nome do composto RI Vita 7

Test 24horas 48horas 72horas
1-octen-3-ol 993 - X X X
1-propanone, 1-(2,4-dimetilfenl)-1-
propanona 1508 - - X -
3-metil-2-butanona 914 - - X
2-isopropil-5-metil-1-heptanol 1574 - X -
2-metil-2-hepten-6-one 989 x X X X
2-nonadecanona 1106 - - X
(E)-2-nonenal 1137 - - - X
2-metil-6-metileno-2-octanol 1107 - X - -
2-propenoato de 3-(4-metoxifenil)-2-
etilhexila * - - X -
(2)-3-hexen-1-ol 858 - - X X
4,9,13,17-tetrametil-4,8,12,16-
octadecatetraenal * - - X -
4-etilbenzoato de 2-etilhexila * - - X -
4-terpineol 1250 - X - -
4-(1-metiletil)benzaldeido * - - X -
4-etilbenzaldeido 1228 - - X -
Trans-Cinnamaldeido 1254 - - X -
D-limoneno 1054 - X -
Geranil acetone 1646 X X X X
Hexadecanal 2042 - - X
Hexil octil éter 1794 - - X
Limoneno 1049 x X - -
Metoxiacetato de pentadecila * - X -
m-etillacetofenona 1370 - - X X
n-pentadecanol 2303 - - X -
Nitrito Sec-butila 963 - - X -
Thunbergol 2349 - X - -
Trans-(p)-cariofileno 1602 - - - X

*Nd&o foi possivel calcular o indice de retencdo; (-) auséncia; (x) presenca.; test- planta testemunha; Fase
estacionaria: DBS.
Fonte: Autor, 2013.

O pulgéo preto, A. craccivora, preferiu compostos volateis induzidos pela herbivoria.
Resultados similares tém sido referenciados na literatura (HARARI; BEN-YAKIR; ROSEN,
1994; BOLTER et al., 1996; LOUGHRIN, 1997; PETERSON et al., 1998; CARROLL et
al., 2006; CARROLL et al., 2008), observaram que as larvas de Spodoptera fungiperda (
Lepidoptera:Noctuidae) Walker foram atraidos por volateis de milho produzidos ap6s o
ataque. De acordo com 0s mesmos autores, 0s volateis obtidos apds o ataque e os volateis

obtidos de plantas sadias diferem quantitativamente. Contudo, o linalol e o (3E)-4,8-dimetil-
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1,3,7 nonatrieno (DMNT) foram os que mais variaram. Da mesma forma, Carroll et al (2008)
constataram que os volateis do feijdo caupi induzidos por adultos de S. fungiperda atrairam
significativamente os recém-eclodidos de S. fungiperda. Os bioensaios mostraram que 0s
insetos recém-eclodidos de S. fungiperda ndo responderam significativamente aos volateis do
feijdo-caupi de plantas testemunhas, enquanto que apo6s o ataque os volateis produzidos foram
significativamente atrativos aos insetos recém-nascidos. Provavelmente essa mudanca deve-se
a mudanca no perfil de compostos organicos volateis obtidos depois a injuria, pois 0s autores
observaram que apés a injuria houve aumento na produgdo de DMNT.

Petterson et al (1998), constataram que o0 pulgdo preto, A. craccivora, foi
significativamente atraido por volateis produzidos apés o ataque do feijdo caupi, V.
unguiculata. Os mesmos autores observaram que esta atragdo aumentava na medida em que a
infestacdo era prolongada, contudo apos 48 horas a atratividade comecava a declinar e quando
comparada as plantas ndo injuriadas ja& ndo havia diferenca significativa de atratividade.
Bolter et al (1997), analisando a interagdo entre L. decemlineata e batata inglesa constataram
que os volateis emitidos por plantas jovens ndo atrairam significativamente o Leptinotarsa
decemlineata, ndo obstante, quando estas foram infestados por L. decemlineata os volateis
produzidos tornaram-se atrativos ao inseto-praga. De acordo com 0S mesmos autores, a
infestacdo das plantas jovens por larvas Spodoptera exigua (Lepidoptera: Noctuidae) Hubner,

1808 também produziu volateis que foram atrativos a L. decemlineata.

Os insetos usam compostos volateis para localizar os seus hospedeiros (plantas), por
isso a medida que a planta é atacada ha um incremento na producdo dos mesmos em alguns
casos facilitando a localizacdo dos hospedeiros. Entretanto é dificil predizer o comportamento
dos insetos pragas apenas com o perfil de substancias induzidas, isto €, se 0s compostos
organicos volateis serdo atrativos ou repelentes. Por exemplo, o algodao quando atacado com
A. gossypii é estimulada a producdo do DMNT e este composto volatil em laboratorio
mostrou-se repelente ao pulgdo e ainda atrativo ao inimigo natural (HEGDE et al., 2012).
Contudo a mesma substancia € aumentada apos o ataque do feijdo caupi V. unguiculata por
Spodoptera fungiperda e esta por sua vez aumenta a atratividade dos insetos recém-eclodidos
de S. fungiperda. Por isso o0 tipo comportamento que os volateis podem proporcionar pode
depender, da biologia do inseto, e sua adaptacdo na busca do hospedeiro (BIRCH, 1984;
PASTEELS; ROWELL-RAHIE; RAUPP, 1988) ou ainda no tipo de cultivar estudada
(COSTA, 2010).


http://en.wikipedia.org/wiki/Jacob_H%C3%BCbner
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Por outro lado, verificou-se que os compostos volateis induzidos por herbivoria
atrairam o pulgédo preto e ainda foi observado que os volateis produzidos ap6s 48 horas de
infestacdo foram os mais atrativos. Petterson et al. (1998), verificaram que quando feijdo
caupi (cultivar Bushitavo) é infestado com A. craccivora a atratividade aumentava em funcéo
da duracdo desta, entretanto, o pico maximo foi verificado ap6s 48horas, e apds este tempo
comegou a decrescer e se aproximando a das plantas ndo injuriadas. Contudo, 0 mesmo autor
sugere que este decréscimo no indice de atratividade deve-se basicamente a perda de
qualidade do alimento ao longo do tempo. Porém, este comportamento do pulgdo pode estar
relacionado com mudanca no perfil dos volateis produzidos em cada intervalo de tempo de
infestacdo, pois em ambas variedades o perfil de volateis variou com o tempo de infestacéo.
A composicdo de compostos organicos volateis pode variar com o tempo de infestacdo ou
dano e a inducdo de certos compostos pode ocorrer em diferentes velocidades (TURLINGS et
al., 1998).

Adicionalmente, a cultivar Vita 7 apdés 48 horas de infestacdo produziu
exclusivamente compostos volateis , que podem ser responsaveis pela maior atracdo do
pulgdo preto, por exemplo: Z-3-hexenol , 4-etilbenzaldeido, 4-(1-metiletil)-Benzaldeido, D-
limoneno, sec-butil nitrila. Alguns destes compostos como: Z-3-hexenol, 4-etilbenzaldeido, 4-
(1-metiletil)-Benzaldeido foram encontrados no trigo e foram responsaveis pela atracdo de
Rhopalosiphum padi (Hemiptera: Aphididae) Koch, 1854 (QUIROZ; NIEMEYER, 1998).
Han; Zhang; Byers (2012), constantaram que os compostos volateis de folhas verdes (GLV)
como (Z)-hexenol foram atrativos ao pulgdo, Toxoptera aurantii (Hemiptera: Aphididae)
Boyer principal praga de Camellia sinensis (L.) O. Kuntze (Theaceae). Visser; Piron; Hardie
(1996), constantaram que varios afideos tém uma resposta electrofisiologica para varios
compostos organicos como volateis de folhas verdes (GLV), benzaldeidos, nitrilas e
monoterpenos e alguns isotiocinatos, porém a resposta comportamental varia da espécie para
outra. Por outro lado a cultivar Gurguéia apos 48horas de infestacdo, também produziu
compostos distintos incluindo o 6-metil-5-hepten-2-ona. Karlsson et al. (2009), constataram
que mistura de volateis produzidos por batata incluindo 6-metil-5-hepten-2-na foram atrativos
a Tecia solanivora (Lepidoptera:Gelechiidae) . A mesma substancia foi repelente a Cephus
cintus (Hymenoptera: Cephidae) Norton, praga do trigo na América do Norte (PIESIK et al.,
2008) e ainda foi atrativo ao parasitoide de pulges Aphidius ervi (DU et al., 1998).


http://en.wikipedia.org/wiki/Aphididae
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N&o obstante, vale destacar que as cultivares Vita 7 e Gurguéia apds 72horas de
infestacdo liberaram o composto orgéanico trans-(f)-cariofileno, que € referenciado na
literatura como uma substancia de defesa que pode atrair inimigos naturais de pragas de milho
( KOLLNER et al., 2008) e esta ligada a maior vulnerabilidade de cultivares de milho que ndo
prouduzem este componente volatil (RASMANN 2005; RASMANN e TURLINGS, 2007).
Ainda foi observado que o trans-(j)-cariofileno inibe a acdo do E-(pB)-farneseno feromdnio de
alarme de maior parte de pulgdes, facilitando desta forma a agdo de inimigos naturais
(MULLER, 1958; DAWSON et al., 1986).

Neste ambito, é importante salientar que o perfil de compostos volateis induzidos por
herbivoria sempre diferem consideravelmente do perfil de volateis de plantas ndo injuriadas e
muda rapidamente a todo tempo (TURLINGS et al., 1998). Devem-se considerar ambos
papeis destes na localizacdo dos hospedeiros (plantas) por parte de herbivoros e na localizagdo
de herbivoros por parte de inimigos naturais. Portanto, estudos com parasitoides mostraram
mais uma vez o quanto é complexa a atribuicdo individual de uma funcdo bioldgica a certo
componente proveniente de uma mistura de volateis atrativos ao parasitdide, pois testes
individuais de componentes alguns foram atrativos outros repelentes e ainda alguns ndo
tiveram papel comportamental significativo e outros mascararam a atividade dos outros
(D"ALESSANDRO et al., 2006; HEDGE et al., 2012).

4.4  Acdo dos volateis produzidos ap6s a aplicacdo da cis-jasmona sobre o pulgéo

preto

O pulgéo preto, A. craccivora, preferiu o controle (hexano) em relagdo aos compostos
organicos volateis emitidos pelas plantas (Vita 7 e Gurguéia) apés a aplicacdo da cis-jasmona,

conforme pode ser vistos nas (Figuras 32 e 33).

Os compostos organicos volateis liberados pelas variedades Gurguéia e Vita 7 apos a
aplicacdo da cis-jasmona estdo nas tabelas 5 e 6 respectivamente. Contudo nota-se que a
variedade Vita 7 apds aplicacdo da cis-jasmona liberou 6 compostos volateis que ndo foram
liberados pelas plantas testemunhas nomeadamente 3-butenil hexil éter, sabineno, mirceno,
acetato de Z-3-hexenila, eucaliptol e geranil nitrila, exceto o limoneno. Por outro lado a
variedade Gurguéia respondeu a pulverizacdo da cis-jasmona liberando compostos organicos

volateis diferentes das plantas testemunhas, nomeadamente: acido 3-hidréxi-metilvalérico,
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trans-nerolidol, dihidrojasmonasto de metila, 4,5(0,a)-eudesmano, entre outros conforme pode
ser visto na tabela 6.

Figura 32 - Resposta comportamental do pulgdo preto A. craccivora aos compostos organicos
volateis emitidos pela cultivar Vita 7 apés aplicacdo da cis-jasmona ( COVs-CJ) em
relacéo ao hexano (controle ) em olfatdmetro. O A. craccivora foi observado por 16
minutos ( N=20). O asteristico indica a existéncia de diferencas significativas. A
altura no gréafico de barras corresponde ao tempo médio gasto pelo inseto em cada
braco do olfatbmeto. As respostas comportamentais do inseto foram analisadas por
ANOVA e seguida pelo Teste de Tukey ( P<0.05). N=20).

6 -

5 -

Tempo médio de residéncia(min)
(¥ ]

Controle Tratamento
Tratamento com cis-Jasmona(horas)

Fonte: Autor, 2013
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Figura 33 - Resposta comportamental do pulgdo preto A. craccivora aos compostos organicos
volateis emitidos pela cultivar Gurguéia apds aplicacao da cis-jasmona (COVs-CJ) em
relacdo ao hexano (controle) em olfatdmetro. O A. craccivora foi observado por 16
minutos ( N=20). O asteristico indica a existéncia de diferengas significativas. A altura
no grafico de barras corresponde ao tempo médio gasto pelo inseto em cada brago do
olfatdmeto. As respostas comportamentais do inseto foram analisadas por ANOVA e
seguida pelo Teste de Tukey (P<0.05)

Tempo médio de residéncia (min)

Controle Tratamento

Tratamento com a cis-jasmona

Fonte:Autor, 2013.

A aplicacdo da cis-jasmona no feijdo caupi mudou o perfil de compostos volateis
(tabelas 5 e 6).

Tabela 5 - Compostos organicos volateis emitidos pela cultivar Vita 7 ap6s aplicacdo de cis-
jasmona (dados de GC-MS)

Vita 7
Nome do composto RI Sem CJ Com Cj
3-butenyl hexyl éter 950 - X
Sabineno 972 - X
Mirceno 989 - X
Acetato de Z-3-Hexenila 1003 - X
Limoneno 1025 X X
Eucaliptol (1,8-cineole) 1028 - X
Geranil nitrila 1112 - X

(-) auséncia; (x) presenca.; RI-indice de retencdo.; Fase estacionéria : DB5
Fonte: Autor, 2013.
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Tabela 6 - Compostos organicos volateis emitidos pela cultivar Gurguéia apds aplicacéo de
cis-jasmona ( Dados de GC-MYS)

Gurguéia

sem Com
Nome do composto RI CJ CJ
Acido 3-Hidroxi-3-metilvalérico 936 - X
Nitrito de Sec-Butil 963 - X
Nonanal 1152 X X
4-etilbenzaldeido 1229 - X
3-etilacetofenona 1371 - X
Tetradecano 1569 - X
Trans -3,7,11-trimetil -1,6,10-Dodecatrien-3-ol,( Trans-
Nerolidol) 1768 - X
Docosano 1779 - X
Heptadecano 1868 - X
8-metil Heptadecano 1936 - X
2,6,10-trimetilPentadecano 1941 - X
Dihidrojasmonato de metilo 1951 - X
2,6,11,15-tetrametilHexadecano 1964 - X
Heptadecano 2019 - X
2-Metilheptadecano 2117 - X
Octadecano 2176 - X
Heneicosano 2334 - X
2-hidréxiCiclopentadecanona 2401 - X
MetoOxiacetado de pentadecila * - X
Cis-1,3-di(n-hexil)ciclohexano * - X
4-Etilbenzoato de 4-hexadecil * - X
(2)-9-tricoseno * - X
(+)-Mentillacetato * - X
Hexadecanedinitrila * - X
1-pentacosanol * - X
(-)-1solongifolol * - X
8a-etillperihidro-1,8-Naftalenodiona * - X
Oxalato de Ciclohexilmetil Octadecil * - X
4,5-(0,0)-eudesmano * - X
(-)-Lavandulol * - X

*Nao foi possivel calcular o indice de retencio; (-) auséncia; (x) presenca; RI-indice de retencio;
Fase estacionaria: DBS5.
Fonte: Autor, 2013

O pulgdo preto, A. craccivora preferiu o controle hexano em relagdo aos compostos
volateis prouzidos pelo feijdo caupi ap0s aplicacdo da cis-jasmona. Birkett et al.(2000),
observaram em seus ensaios que os volateis obtidos apds aplicacdo da cis-jasmona repeliram
significativamente o pulgdo de alface, Nasonovia ribis nigri (Mosley) em laboratério. Hegde
et al. (2012), observaram que o pulgdo de algodoeiro, A. gossypii foi preferencialmente
atraido por volateis do controle e menos atraido por volateis induzidos com a aplicagéo da cis-

jasmona, o mesmo efeito foi constatado por Costa (2010), A. gossypii com o pulgdo do
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pimetdo. Com os afideos dos cereais a cis-jasmona teve o mesmo efeito, Metopolophium
dirhodum (Walker), Sitobion avenae (Fabricius), Rhopalosiphum padi (Linnaeus) (BRUCE et
al. 2003a, 2003b), Acyrthosiphum pisum (BIRKETT et al., 2000), M. persicae (BRUCE et al.
2008) .

O comportamento diferenciado do A. craccivora em plantas intactas e as tratadas com
cis-jasmona revela que a cis-jasmona tem efeito indutor de resisténcia indireta no feijdo caupi
V. unguiculata. Estudos tém mostrado que a resisténcia envolve a producgdo de substancias
que as plantas néo tratadas ndo produzem ou ainda 0 aumento na produgdo de compostos que
as plantas ndo tratadas produzem em menor quantidade. Birkett et al. (2000) constataram que,
a resisténcia pode dever-se ao fato de que a aplicacdo da cis-jasmona em plantas aumenta os
niveis de (E,E)-a-farneseno, p-cariofileno, (E)-4,8-dimetil-1,3,7-nonatrieno e (E)-B-ocimeno.
Turlings et al. (1995) observou que (E,E)-a-farneseno, B-cariofileno, (E)-4,8-dimetil-1,3,7-
nonatrieno e (E)-p-ocimeno sdo substancias que podem ser produzidos ap0s o ataque de

plantas por insetos e tem se mostrado como repelentes.

Bruce et al. (2008), constataram que a cis-jasmona modificou composi¢cdo dos
volateis das plantas A. thaliana. Ainda no mesmo estudo eles verificaram que essa alteracdo
no perfil de compostos organicos volateis, possivelmente poderia estar a alterar o
comportamento dos insetos estudados. Outra evidéncia experimental referenciada pelos
autores € de que o Mizus persicae foi repelido pelos compostos volateis produzidos por A.
thaliana ap6s o tratamento com a cis-jasmona e atraido por compostos volateis produzidos
por plantas ndo tratadas. Contudo, L. erysimi mostrou uma significativa atracdo 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).
Costa (2010) constatou que a cis-jasmona alterou o perfil de volateis de Capsicum spp e
apenas trés substancias foram semelhantes a das plantas ndo tratadas. O mesmo autor, em
laboratdrio, verificou que esses volateis induzidos pela cis-jasmona foram repelentes ao

pulgdo A. gossypii e atrativos ao parasitdide do pulgdo A. Coleman.

As cultivares Vita 7 e Gurguéia apos aplicacdo da cis-jasmona mudaram o perfil o
perfil de compostos volateis. P or exemplo, a Gurguéia, produziu trans-nerilodol. Park et al (
2001), observaram que o trans-nerolidol causou a resposta eletrofisioldgica ao parasitoide
Microplitis croceipes (Hymenoptera:Braconidae) Cresson, 1872. Dai que esta pode ter um

papel ecologico na atracdo de parasitoides. Um outro estudo, mostrou que esta substéncia é


http://en.wikipedia.org/wiki/Hymenoptera
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percursor de DMNT, e esta foi a substancia que variou ap6s aplica¢do da cis-jasmona no trigo

e foi repelente ao pulgéo do algodéo A. gossipy (HEGDE et al., 2012).

Adicionalmente, a cultivar Vita 7 produziu acetato de Z-3-hexenila (GLV). Como no
estudo Hegde et al. (2012), os quais observaram que a cis-jasmona alterou quantitativamente
no algoddo algumas substancias consideradas como de defesa a saber : acetado de Z-3-
hexenila, o homoterpeno (E)-4,8- dimetil-1,3,7-nonatrieno (DMNT), o composto aromatico
salicilato de metila, e o homosesquiterpeno (E,E)-4,8,12-trimetiltrideca-1,3,7,11-tetraeno
(TMTT). Porém quando o acetato de Z-3-hexenila foi testado individualmente ele ndo teve
uma acdo significativa sobre o pulgdo A. gossipy. Por outro lado o acetato de Z-3-hexenila
elicia producdo do néctar extrafloral das plantas vizinhas (EFN) (KOST; HEIL, 2006). Este
néctar extrafloral pode emitir odores que facilitam a orientacdo de predadores (ROSE;
LEWIS; TUMLINSON, 2006) ou ainda repelentes de insetos pragas (KESSLER;
BALDWIN, 2007).

Além das descritas acima vale destacar a producdo de dihidrojasmonato de metila pela
gurguéia, eucaliptol, sabineno e mirceno pela vita 7. O dihidrojasmonato de metila é
composto analogo ao metil jasmonato, amabos sdos jasmonatos e estes sdo referenciados
como sinalizadores (BERGER, 2002; TURNER, 2002). Por outro lado o eucaliptol é descrito
como uma substancia com propriedades repelentes e inseticida contra Sitophilus zeamais
(Coleoptera: Curculionidae) Motschulsky (KO, JUNTARAJUMNONG; CHANDRAPATYA,
2009). E ainda foi deterente de alimentacdo para Tribolium castanaeum (Coleoptera:
Tenebrionidae) Herbst, 1797 (TRIPATHI et al., 2001).

4.5  Avaliagdo do efeito da cis-jasmona sobre a biologia do pulgdo preto- Teste de

antibiose

Neste ensaio foram testadas diferentes concentracdes da cis-jasmona, 50g/ha, 75g/ha e
100g/ha nas cultivares Vita 7 e Gurgueia, foi constatado que a concentracdo de 50g/ha ndo
influenciou significativamente ~ os parametros biol6gicos do pulgdo preto. Porém
concentracBes elevadas da cis-jasmona afetaram a sobrevivéncia dos pulgdes adultos

conforme ilustrado nas Figuras 34 e 35.


http://en.wikipedia.org/wiki/Johann_Friedrich_Wilhelm_Herbst
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Figura 34 - Efeito da dose de cis-jasmona sobre a biologia do pulgéo preto na cultivar do feijéo
caupi, Vita 7. (avivost- adultos vivos totais).
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Figura 35 - Efeito da dose de cis-jasmona sobre a biologia do pulgéo preto na cultiva¢éo do
feijdo caupi, Gurguéia (avivost- adultos vivos totais).
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A cis-jasmona tem se mostrado uma substancia capaz de induzir resisténcia de duas
formas: promove a biossintese de substancias volateis capazes de repelir o inseto-praga e
atrair o inimigo natural (BIRKETT et al., 2000) ou também pode promover o acimulo de
substancias de defesa direta ndo volateis (MORAES et al., 2008). Quando as variedades de
feijio caupi foram pulverizadas com cis-jasmona (50gh™), ndo houve uma mudanca
estatisticamente significativa nos parametros biolégicos do Aphis craccivora.. Hedge et al
(2012) verificaram que a aplicacdo exdgena da cis-jasmona (50g.ha™) induziu a producéo de
compostos volateis que tornaram o algodoeiro menos preferido ao pulgao Aphis gossypii. Por
outro lado, quando a concentracdo da cis-jasmona foi alterada para concentracdes elevadas
(75 g/ha e 100g/ha) houve alteracdo na reproducdo dos pulgbes. Esta mudanca pode estar
ligada a mudanca de compostos organicos de defesa ndo volateis. Moraes et al (2008)
observaram que aplicacdo exdgena de cis-jasmona induz a acumulacdo de &cidos
hidroxdmicos em trigo. Estas substancias ja foram menciondas em referéncias passadas como
substancias que tem papel alelopatico (PEREZ; ORMENONUNEZ, 1991; UNDERSTRUP et
al., 2005).
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CONCLUSOES

A cultivar Tvu 408 é resistente e o tipo de resisténcia é do tipo antibiose e poderia ser
recomendada para programas de melhoramento genético com objetivo de obter

cultivares mais resistentes a A. Craccivora;

A cultivar Gurguéia apesar de ser comercial foi considerada suscetivel na presente

pesquisa juntamente com Vita 7;

Os compostos volateis produzidos pelas cultivares utilizadas no presente trabalho sem
nenhum tratamento ndo tiveram uma agdo comportamental significativa sobre o

pulgdo preto;
Houve diferenca na producdo de compostos volateis entre as trés cultivares;

Os compostos orgéanicos volateis produzidos pelas cultivares Vita 7 e Gurguéia apos

infestacdo exerceram efeito atratativo ao pulgéo Preto, A. Craccivora;

As cultivares Vita 7 e Gurguéia apos 72horas de infestacdo produziram o Trans-()-
cariofileno, este tém sido referenciado na literatura como inibidor do feromonio de

alarme de maioria de afideos e ainda tém o poder de atrair inimigos naturais;

Os compostos organicos volateis liberados pelas variedades Vita 7 e Gurguéia apos
aplicacdo da cis-jasmona na dosagem de 50g/ha foram significativamente repelentes

ao pulgdo preto, A. Craccivora;

O composto organico volatil nitrito de sec-butila foi produzido ap6s a herbivoria e

apos aaplicacdo da cis-jasmona;

A cis-jasmona induziu resisténcia do tipo antibiose nas cultivares Vita 7 e Gurguéia

em teste de semi campo nas concentracdes 75g.ha™* e 100 g.ha™
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Andlise de compostos ndo volateis ap6s a aplicacdo da cis-jasmona nas Varias
dosagens.

Estudos eletroantenogréficos os extratos de volateis.

Testes comportamentais com substancias sintéticas.

Estudo da acéo da cis-jasmona em campo.

Estudar a acdo dos volateis produzidos apds aplicagdo da cis-jasmona nas diferentes

dosagens.

Estudar a acdo dos extratos de volateis sobre inimigos naturais.
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