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DEFESA INDUZIDA INDIRETA EM SOJA ELICITADA POR
HERBIVORIA SIMPLES E MULPTIPLA

RESUMO GERAL - As plantas possuem defesas constitutivas e induzidas (direta e indireta)
contra 0 ataque de herbivoros. As rotas quimicas nas plantas que acionam as defesas
induzidas podem variar em relacdo ao tipo de aparelho bucal dos herbivoros. Diante da
diversidade de ataques de herbivoros, que podem ocorrer de maneira simultanea, pode haver
antagonismo ou sinergismo entre tais rotas. O presente trabalho objetivou avaliar se defesas
induzidas indiretas sdo acionadas em plantas de soja transgénica (Bt) sob o ataque do acaro-
rajado Tetranychus urticae (Acari: Tetranychidae) e/ou da lagarta-da-soja Anticarsia
gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae), bem como avaliar os compostos quimicos que mediam
essas defesas. A hipotese nula avaliada foi que plantas de soja sob infestacdo simples e
maltipla ndo atrairiam o &caro predador Neoseiulus californicus (Acari: Phytoseiidae). O
experimento foi realizado em casa-de-vegetacdo (manutencdo das plantas de soja e criacdo
dos acaros herbivoros) e em laboratorio (utilizagdo do olfatbmetro em Y e arena) para avaliar
a preferéncia olfativa do acaro predador N. californicus e analise quimica dos volateis. Os
tratamentos para o teste de olfatometria do Capitulo | foram: Ar x ar; Ar x plantas de soja
IPRO limpa; soja IPRO limpa x soja IPRO infestada com &caro-rajado. No Capitulo Il testou-
se soja IPRO limpa x soja IPRO infestada com lagarta-da-soja; soja IPRO infestada com
acaro-rajado x soja IPRO infestada com lagarta-da-soja e soja IPRO infestada com &caro-
rajado x soja IPRO infestada com &caro e lagarta-da-soja na mesma planta. Para as infestacdes
utilizou-se 100 acaros-rajado por planta durante 24 horas, e duas lagartas de quarto instar por
planta durante 48 horas. Para realizacdo das analises quimicas dos volateis foram retiradas
amostras das plantas em frascos de head space e expostas a fibra PDMS-DVB para dessor¢édo
dos volateis no CG/MS. Os testes em olfatdbmetro e em arena mostraram que 0 acaro predador
N. californicus prefere volateis de soja infestada pelo acaro-rajado. O mesmo padrdo de
preferéncia do &caro predador foi observado quando as plantas estavam em infestacdo
multipla por &caro-rajado e lagarta-da-soja. Houve diferencas quimicas qualitativas e
quantitativas entre os compostos volateis encontrados nos tratamentos. Conclui-se que plantas
de soja possuem defesa induzida indireta & infestacdo por acaro-rajado e infestacdes
simultaneas de lagartas-da-soja ndo alteram tais defesas. Isso mostra que as infestacoes
maultiplas ndo afetam a localizacdo de plantas de soja infestadas por T. urticae pelo &caro
predador N. Californicus, o que sugere a manutencdo da eficiéncia do controle bioldgico de
acaros praga na soja.

Palavras-chave: Defesa induzida indireta, Tetranychus urticae, Neoseiulus californicus,
Anticarsia gemmatalis, infestacdo maltipla.
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INDIRECT INDUCED DEFENSE IN SOY ELIZED BY SIMPLE AND MULTIPLE
HERBIVORY

GENERAL ABSTRACT- Plants have constitutive and induced (direct and indirect) defenses
against the attack of herbivores. The chemical routes in the plants that activate the induced
defenses may vary in relation to the type of oral of the herbivores. In view of the diversity of
herbivorous attacks, which may occur simultaneously, there may be antagonism or synergism
between such routes. The objective of this work was to evaluate whether indirect induced
defenses are activated in transgenic soybean plants (Bt) in the presence of the mite
Tetranychus urticae (Acari: Tetranychidae) and / or the Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera:
Noctuidae). As well as evaluating the chemical compounds that mediate these defenses. The
null hypothesis is that soybean plants under single and multiple infestations would not attract
the predatory mite Neoseiulus californicus (Acari: Phytoseiidae). The experiment was carried
out in greenhouse (maintenance of soybean plants and creation of phytophagous mites), and
in the laboratory (use of olfatometer in Y and sand) to evaluate the olfactory preference of the
predator mite N. californicus and chemical analysis of the volatiles. The treatments for the
olfactometry test of chapter | were: Air x air; Air X Soybean plants IPRO clean; IPRO
soybean cleaned x IPRO soybean infested with spider-mite. In the chapter Il was tested
soybean IPRO cleaned soybean IPRO infested with soybean caterpillar; IPRO soybean
infested with spider-mite x IPRO soybean infested with soybean caterpillar and IPRO soy
infested with mite-pruned soybean IPRO infested mite and soybean caterpillar on the same
plant. The infestation with spider-mite was 100 individuals per plant during 24 hours, and by
two quarts larvae per plant for 48 hours. To perform the chemical analysis of the volatiles,
samples were taken from the plants in head space flasks and exposed to PDMS-DVB fiber for
desorption of the volatiles in the GC / MS. Olfactor and arena tests showed that the predatory
mite N. californicus prefers volatiles of soybean infested by the spider-mite. The same pattern
of preference of the predator mite was observed when the plants were in multiple infestation
by spider-mite and soybean caterpillar. There were qualitative and quantitative chemical
differences among the volatile compounds found in the treatments. It is concluded that
soybean plants have indirectly induced defense to mite infestation and simultaneous
infestations of soybean caterpillars do not alter such defenses. This shows that multiple
infestations do not affect the location of T. urticae infested plants by the predator mite N.
californicus, which suggests the maintenance of the efficiency of the biological control pest
mite in soybean.

Keywords: Indirect Induced Defense, Tetranychus urticae, Neoseiulus californicus,
Anticarsia gemmatalis, multiple infestation.
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INTRODUCAO GERAL

As plantas, ao longo do tempo evolutivo, desenvolveram mecanismos de defesa contra
fatores bioticos e abidticos, como as defesas contra herbivoria elicitadas por artrépodes
(HEIL, 2008). Tais mecanismos de defesa podem, por exemplo, atrair predadores/parasitoides
ou causar mudangas bioldgicas e comportamentais diretamente aos herbivoros (DICKE et al.,
1999). As plantas também apresentam defesas constitutivas, as quais sdo caracterizadas pela
presenca continua de estruturas morfologicas (e.g. pélos, tricomas, espinhos) ou substancias
quimicas que dificultam a utilizacdo de seus tecidos pelos artropodes, e podem ainda afetar
negativamente parametros bioldgicos relacionados ao desenvolvimento e reproducdo dos
herbivoros (COLEY; BARONE, 1996). Essas estruturas podem ser encontradas em diferentes
partes da planta e, normalmente, a sua distribuicdo varia de acordo com o estadio fenolégico
(COLEY; BARONE, 1996). A defesa induzida direta, por exemplo, é acionada pelas plantas
apos serem expostas com elicitores presentes nas secre¢des orais de herbivoros (HEIL, 2008).
As plantas sintetizam compostos prejudiciais ao metabolismo dos insetos interferindo, por
exemplo, na alimentacdo deles (TAKABAYASHI et al., 1994). Este efeito pode ser expresso
tanto para limitar o fornecimento de alimentos, quanto para reduzir o valor nutricional
absorvido pelo herbivoro (KESSLER e BALDWIN, 2002).

A defesa induzida indireta também é acionada pelas plantas apés sofrerem injurias de
herbivoros (DICKE; VAN LOON; SOLER, 2009). Diante desse estresse, elas produzem
metabolitos secundarios, como 0s compostos organicos volateis (COVs) ((DICKE; SABELLIS,
1988; OZAWA et al., 2000). Tais compostos sdo utilizados para repelir herbivoros e/ou atrair
inimigos naturais, funcionando como pistas quimicas para eles localizarem plantas infestadas
por hospedeiros e/ou presas (DICKE; SABELIS, 1988). Além disso, 0s compostos quimicos
volateis possuem fungdes pouco conhecidas como desempenhar efeitos diretos na protecédo
contra microorganismos (SHIOJIRI et al., 2006) ou como feromdnios de comunicagdo entre
plantas (KARBAN et al., 2000). Os compostos organicos volateis geralmente formam
misturas complexas que dependem do gendtipo da planta (FRITZSCHE-HOBALLAH et al.,
2002) da espécie e do estadio de desenvolvimento do herbivoro em ataque (TAKABAYASHI
etal., 1994; OZAWA et al., 2000).

As rotas quimicas de defesa nas plantas sdo acionadas apds o ataque de herbivoros.
Um exemplo é o acido jasmonico (AJ) o qual media interacOes tritréficas (AMENT et al.,
2004; VAN DEN BOOM; VAN BEEK; DICKE, 20002a; GOLS et al., 2003) e é sintetizado
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através da via octadecandide apés a liberacdo do &cido linolénico a partir de biomembranas
(HEIL, 2014). Outro composto emitido pela indugdo da defesa € o acido salicilico (AS), ele e
seu éster volatil, salicilato de metila (MeSA), sdo produzidos a partir do acido cinamico por
duas rotas quimicas (LEE; LEON; RASKIN, 1995). Uma envolve a descarboxilacdo da
cadeia lateral do acido cindmico, em &cido benzoico seguido de 2 hidroxilages para AS.
Alternativamente, o &cido cindmico pode ser primeiro &cido 2-hidroxilado para o-coumarico e
depois descarboxilado para AS (LEE; LEON; RASKIN, 1995).

O tipo de aparelho bucal dos herbivoros também pode afetar os COVs produzidos
(HEIL, 2014). Herbivoros mastigadores tendem a induzir a sinalizagdo por AJ, ao passo que
sugadores tendem a acionar a rota do AS (LEITNER et al., 2005). Acaros fit6fagos possuem
estiletes que perfuram as células das folhas e alimentam-se do contetddo celular extravasado
(De MORAES e FLECHTMANN, 2008). Em estudo conduzido com plantas de feijao
(Phaseolus lunatus L.) foi observada defesa induzida por Tetranychus urticae nas vias de
sinalizacdo controladas tanto por AJ quanto por AS (OZAWA et al., 2000). Existem
evidencias de que o AJ e 0 AS possam agir de forma antagénica (ZARATE; KEMPEMA,
WALLING, 2007). As respostas acionadas pelas plantas em infestacGes simples ou maltiplas
podem interferir nas etapas de sinalizacbes e, consequentemente, na informacdo quimica
disponivel para atracdo de predadores ou parasitoides (DE BOER et al., 2008).

Estudos foram realizados com objetivo de avaliar defesas induzidas indiretas em
plantas sob infestacGes simples e a atratividade de um predador e/ou parasitoide aos volateis
produzidas (PONZIO et al., 2016). Entretanto, as plantas podem sofrer multiplos ataques,
sendo estes simultaneos e/ou sequenciais (DICKE; VAN LOON; SOLER, 2009). Entender o
mecanismo envolvido por ataque multiplo de herbivoros é fundamental, uma vez que reflete
de forma mais verossimil as condicdes naturais (PONZIO et al., 2016; AASTMA et al.,
2017). Dessa forma, é possivel compreender como ocorrem as respostas das plantas quando
submetidas a infestagdes simultaneas, bem como estas interferem nas interacGes tritroficas
(DICKE; VAN LOON; SOLER, 2009). O estudo dos compostos volateis de plantas e seus
efeitos sobre inimigos naturais podem fornecer informagdes importantes para o controle
biolégico de pragas em culturas onde ha grande diversidade de herbivoros infestantes, como
por exemplo, em lavouras da soja (MOSCARDI et al., 2012).

A cultura da soja é atacada por diversas pragas durante o seu ciclo de
desenvolvimento. As folhas, por exemplo, sdo fonte de alimento para diversas espécies de

insetos, sendo as lagartas e os coledpteros considerados os herbivoros mais relevantes
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(MOSCARDI et al., 2012). Neste aspecto, a lagarta-da-soja Anticarsia gemmatalis Hubner,
1818 (Lepidoptera: Noctuidae) & considerada importante na cultura e ha relatos de sua
ocorréncia em todas as regides brasileiras de cultivo (MOSCARDI et al., 2012). A cultura da
soja € um exemplo classico de um dos maiores programas de controle biolégico mundial. O
manejo integrado de pragas da soja (MIP-Soja), desenvolvido pela Embrapa Soja e outras
instituicOes, foi responséavel por desenvolver vérias estratégias de controle, como por exemplo
0 Baculovirus anticarsia para o controle da lagarta da soja (MOSCARDI et al., 2012).

Vaérios trabalhos evidenciam que, além dos insetos, hd diversas espéecies de acaros
praga atacando lavouras de soja durante o estagio vegetativo (GUEDES et al., 2007;
ROGGIA, 2008) . O acaro-rajado Tetranychus urticae Koch (Acari: Tetranychidae) €
generalista, considerado praga primaria em muitas culturas (RAZMJOU; TAVAKKOLI,
FALLAHI, 2009) e tem sido relatado atacando soja em diversas regides brasileiras (GUEDES
et al., 2007; REZENDE et al., 2014) causando danos severos (BUENO et al., 2009). O acaro
predador Neoseiulus californicus (McGregor, 1954) (Acari: Phytoseiidae) que é uma espécie
de predador generalista tipo Il, pode alimentar-se de T. urticae e contribuir para a
estabilizacdo de sistemas com infestacbes (MCMURTRY e CROFT, 1977). Tais pragas,
lagarta-da-soja e 0 &caro-rajado, podem atacar plantas de soja simultaneamente durante o
estadio vegetativo da cultura. O estudo do comportamento de inimigos naturais em resposta as
infestacGes multiplas de herbivoros em soja pode fornecer informagGes mais realisticas com
relacdo a eficiéncia do controle bioldgico de pragas na cultura no campo.

Diante deste contexto, esta dissertacdo foi dividida em dois capitulos. No primeiro
capitulo, objetivou-se avaliar se plantas de soja transgénica emitem compostos volateis que
sdo atrativos ao acaro predador Neoseiulus californicus ap6s infestacdo por acaro-rajado.
Testou-se a hipotese nula (HO) de que plantas de soja, ap6s a infestacdo por acaro-rajado, ndo
seriam atrativas ao acaro predador N. californicus. No segundo capitulo, além da herbivoria
simples (i.e. acaro-rajado), acrescentou-se a lagarta-da-soja, Anticarsia gemmatalis Hubner,
1818 (Lepidoptera: Noctuidae), para avaliar se herbivoria maltipla (i.e. acaro-rajado + lagarta-
da-soja) interferiria na producdo dos compostos volateis e na atratividade de N. californicus.
Para isto, foi testada a hipdtese nula (HO) de que plantas de soja sob infestacdo multipla néo
alteraria a atratividade de N. californicus. Os resultados e discussdes aqui apresentados
contribuirdo para o entendimento e avaliacdo do controle bioldgico de acaros praga na cultura

da soja.
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ARTIGO 1

Preferéncia do &caro predador Neoseiulus californicus (Acari: Phytoseiidae) por volateis
de soja infestada pelo acaro-rajado Tetranychus urticae (Acari: Tetranychidae)

Artigo escrito conforme as normas do periddico Experimental and Applied Acarology

Resumo As plantas possuem defesas contra o ataque de herbivoros. Dentre essas, destaca-se a
defesa induzida indireta que é acionada apds o ataque de herbivoros, na qual, a emissdo de
compostos organicos volateis podem ser utilizados como pistas quimicas para atrair e
direcionar o forrageamento de inimigos naturais. Apesar de bem estabelecido para algumas
plantas, este conhecimento ainda € escasso para culturas agricolas como a soja infestada por
acaros praga. Tais informacgdes podem ser importantes para subsidiar programas de controle
bioldgico. Este trabalho objetivou avaliar se defesas induzidas indiretas sdo acionadas em
soja, apos serem submetidas ao ataque de Tetranychus urticae (Acari: Tetranychidae) e se tais
compostos sdo atrativos ao acaro predador Neoseiulus californicus (Acari: Phytoseiidae). O
experimento foi realizado com plantas de soja transgénica (Bt) M6210 IPRO, no olfatbmetro
em Y, no qual os tratamentos foram dispostos na sequéncia: ar x ar; ar x plantas de soja limpa;
soja limpa x soja infestada com acaro-rajado T. urticae durante 24 horas. Avaliou-se também
a preferéncia de N. californicus em arena tendo como tratamento soja limpa x soja infestada
com acaro-rajado durante 24 horas. Em arena, observou-se o caminhamento dos predadores
em direcdo aos tratamentos e o nimero de predadores sobre as plantas apds 24 horas. Os
resultados foram submetidos ao teste qui-quadrado a 5% de significancia. Realizou-se a
andlise quimica das plantas por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas e
analise de componentes principais (PCA) dos compostos. Os testes ar X ar e ar X planta limpa
apresentaram a inexisténcia de preferéncia pelo acaro predador N. californicus. Entretanto,
soja infestada por T. urticae foi mais preferida em relacdo a soja limpa por N. californicus. A
PCA explicou 73,6% da variacdo dos volateis. Assim, plantas de soja infestadas por acaro-
rajado acionam defesa induzida indireta através da emissdo de compostos volateis, que sao
utilizados como pistas quimicas por N. californicus. Os resultados potencializam as chances
de utilizacdo de taticas de resisténcia de plantas e aplicacdo de controle bioldgico de forma
conjunta para controle de infestagBes por acaro-rajado em lavouras de soja.

Palavras-chave: Defesa induzida indireta, controle bioldgico.



Preference of the predatory mite Neoseiulus californicus (Acari: Phytoseiidae) by
soybean volatiles infested by the spider mite Tetranychus urticae (Acari: Tetranychidae)

Abstract The plants have defenses against insect attack. Among these, we highlight the
indirect defense that is triggered after the attack of herbivores, in which the emission of
volatile compounds can be used as crucial cues to attract and direct the attack of natural
inactive. Despite well-being for some plants, this is still the scarce crop for such a soybean
infested by pest mites. Such information may be important in supporting biological control
programs. The objective of this work was to evaluate the plant species induced in soybean,
after being affected by the attack of Tetranychus urticae (Acari: Tetranychidae) and its
compounds are attractive to the predatory mite Neoseiulus californicus (Acari: Phytoseiidae).
The experiment was carried out with transgenic soybean (Bt) M6210 IPRO, no olfatometer in
Y, of which was useful in the sequence: air X air; air x clean soybean plants; soybean cleaned
X soybean infested with T. urticae mite for 24 hours. Also preferred are N. californicus in the
arena having as support soybean clean soybean infested with spider mite for 24 hours. In the
arena, we observed the predators stage of maintenance of the treatments and the number of
predators on the plants after 24 hours. The results were submitted to the test chi-square at 5%
significance. The chemical analysis of plants was performed by gas chromatography coupled
to mass spectrometry and principal component analysis (PCA) of the compounds. The air X
air x tests solubilize the plant with preference for the predatory mite N. californicus. However,
the soybean infested by T. urticae was more preferred in relation to the soybean cleaned by N.
californicus. The PCA explained 73.6% of the volatile change. Thus, soybean infestations
infested with spider-mite indirectly induced defense through the emission of volatile
compounds, which are used as chemical indications by N. californicus. The results potentiate
the possibilities of using plant resistance tactics and applying biological control together for
the control of mite infestations in soybean crops.

Keywords: Indirect induced defense; biological control.



Introducéo

As plantas sdo capazes de acionar defesas que as tornam resistentes ao ataque de
insetos fitofagos (Chen 2008; Dicke et al. 2009; War et al. 2011; Aartsma et al. 2017). Essas
defesas de plantas podem ser divididas em constitutivas e induzidas (Leitner et al. 2005),
sendo que as constitutivas encontram-se em atividade constante e independem do ataque
prévio dos artropodes (Chen 2008). As defesas induzidas, por sua vez, sdo acionadas apos o
ataque de herbivoros (Leitner et al. 2005; Yoneya and Takabayashi 2014). As defesas
induzidas podem ser diretas (afetando diretamente o desenvolvimento, a reproducdo e a
sobrevivéncia dos herbivoros) ou indiretas, atraindo inimigos naturais (Dicke and Sabelis
1988).

A defesa induzida indireta caracteriza-se pela emissdo de compostos organicos
volateis (COVs) que atraem inimigos naturais dos herbivoros (Dicke et al. 2009; Leitner et al.
2005; Aartsma et al. 2017) como predadores e parasitoides (van Poecke and Dicke 2004).
Esses compostos volateis mediam interacdes tréficas (Shiojiri et al. 2001; Aartsma et al.
2017). Michereff et al. (2011) ao avaliarem a atracdo do parasitoide Telenomus podisi aos
volateis de cultivares de soja resistentes e susceptiveis a herbivoria de Euschistus heros,
mostraram que houve maior producdo de compostos volateis na cultivar resistente e,
consequentemente, atracdo significativa do parasitoide em relacdo a cultivar suscetivel, na
qual T. podisi ndo distinguiu entre odores emitidos por plantas sem herbivoria e plantas
danificadas.

A emissdo dos compostos volateis €, em parte, relacionada com a modificacdo nas
concentragdes de acido jasmonico (AJ) e de acido salicilico (AS) (Leitner et al. 2005; Yoneya
and Takabayashi 2014). Alguns inimigos naturais utilizam-se das modificacbes dos
compostos volateis como pistas quimicas e assim sdo mais atraidos para plantas infestadas do
que para plantas limpas (Dicke and Sabelis 1988). O acionamento da defesa induzida
apresenta custos fisioldgicos para as plantas, pois 0s recursos fisioldgicos que deveriam ser
empregados para o desenvolvimento da planta sdo deslocados para a emissdo de volateis
(Leitner et al. 2005).

A ocorréncia de compostos volateis aumenta a atracdo de inimigos naturais e podem
potencializar a eficiéncia do controle bioldgico de pragas (War et al. 2011; Gish et al. 2015).
A soja, por exemplo, € infestada por artropodes-pragas, dentre os quais diversas especies de

acaros, como por exemplo acaro-verde (Mononychellus planki), acaro-rajado (Tetranychus
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urticae) e alguns &caros vermelhos (Tetranychus desertorum, Tetranychus gigas e
Tetranychus ludeni) sdo considerados importantes devido a sua alta ocorréncia,
comprometendo a produtividade (Guedes et al. 2007; Roggia et al. 2008; Rezende et al.
2014). Ja foi relatado o acionamento de defesas induzidas indiretas em plantas de soja em
resposta a herbivoria de percevejos e lagartas (Moraes et al. 2005; Rostas and Eggert 2008;
Michereff et al. 2011). Contudo, ainda sdo escassos 0s estudos quanto & resposta por
manipulacdo de acaros praga.

Assim, este trabalho avaliou se plantas de soja com infestacdo por Tetranychus urticae
sdo capazes de acionarem defesa induzida indireta através da emissdo de compostos volateis e

atrairem o &caro predador Neoseiulus californicus.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Entomologia Agricola e Florestal e na
casa-de-vegetacdo do Campus Sete Lagoas da Universidade Federal de Sdo Jodo Del Rei
(UFSJ), Sete lagoas, Minas Gerais, Brasil. As andlises quimicas foram realizadas no
Laboratdrio de Quimica da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), Belo Horizonte,

Minas Gerais, Brasil.

Criacéo do acaro-rajado e obtencao do acaro predador

Para o estabelecimento das criagdes, foram coletadas folhas de sorgo (Sorghum
bicolor) infestadas com T. urticae em casa-de-vegetacdo. Apds a coleta, os espécimes foram
visualizados por meio de microscopio estereoscopico e transferidos individualmente para face
abaxial das plantas para feijao-de-porco (Canavalia ensiformis). Os acaros foram criados em
plantas de feijdo-de-porco, semeadas em vasos plasticos (6,3 L), com substrato Terral Solo®,
mantidas em gaiolas com tela anti-afideos em casa-de-vegetacdo, com temperatura de 25 °C +
5. As plantas foram irrigadas e substituidas sempre que necessario. Durante o periodo
experimental, foram utilizadas folhas de feijdo-de-porco sem tratamento fitossanitario, para
manter criacdes de T. urticae em camara climatizada, tipo BOD, a temperatura de 25°C, + 1°
C, umidade relativa de 70% + 10% e fotofase de 12 horas. As folhas foram mantidas sobre
espuma embebida em agua dentro de caixas plasticas com a face abaxial voltada para cima e

revestidas com algodao umedecido para impedir os acaros de sairem da folha.
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Os é&caros predadores Neoseiulus californicus (Acari: Phytoseiidae) foram adquiridos
da empresa Koppert com o0 nome comercial SPICAL®.

Semeadura e manutencao das plantas de soja

Trés sementes de soja M6210IPRO, que expressam a proteina CrylAC (Bt), foram
semeadas em vasos plasticos de (1 L), utilizando-se substrato Terral Solo® e acondicionados
no interior de gaiolas com tela anti-afideos em casa-de-vegetacdo. ApOs germinacdo, foi
realizado desbaste, deixando uma planta por vaso. A irrigacao e demais tratos culturais foram
realizados sempre que necessario. As plantas de soja foram utilizadas para 0s experimentos ao

atingirem o estadio de desenvolvimento V3 (trés foliolos abertos).

Anélise de preferéncia do predador em olfatdbmetro

InfestacOes foram realizadas com 100 acaros fémeas adultas de T. urticae por planta
24 horas antes da realizacdo do experimento. Estas foram levadas ao olfatbmetro em Y
(Sabelis and van de Baan 1983), cujas medidas sdo de 21,0 cm de comprimento em cada
extremidade e 3,5 cm de diametro. Os tratamentos foram dispostos nas extremidades pares do
aparelho da seguinte maneira: ar x ar, plantas limpas x ar, plantas limpas x plantas infestadas
com T. urticae. Utilizou-se o tratamento ar x ar como controle, para avaliar a auséncia de
preferéncia devido fatores externos (e.g. luminosidade, odor externo, ruido, umidade, etc.).
Foram realizadas trés repeti¢des, que constituiam trés conjuntos de plantas, representadas por
20 respostas dos predadores.

Os acaros predadores foram liberados individualmente na area de liberacdo
(extremidade impar) sobre um arame de cobre, para facilitar o deslocamento dos individuos.
Utilizou-se um fluxdmetro com velocidade de 0,50 m/s para regular o direcionamento do
fluxo dos recipientes para a area de liberagdo. Observou-se o comportamento do &caro
predador durante 5 minutos, e considerou-se a resposta ap0Os atingir 1/3 de uma das
extremidades. Os &caros predadores que ndo responderam ap6s 5 minutos ndo foram
contabilizados na analise estatistica seguindo a metodologia de Janssen (1999). Individuos
que sairam do arame ou foram perdidos de vista durante a realizacdo do teste foram
removidos e o teste foi retomado ap6s lavagem do aparelho com &gua corrente e secagem. A

cada cinco respostas, as posi¢des das fontes de odor foram invertidas para evitar tendéncias.
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Anélise de preferéncia do predador em arena

As plantas de soja, em estadio de desenvolvimento V3, foram infestadas com 100
fémeas adultas de T. urticae durante 24 horas. Foi utilizada uma arena de Eucatex® com 70
cm de didmetro para realizagdo do experimento, que foi realizado ap6s os testes em
olfatdbmetro cujo obtivo foi avaliar o comportamento dos predadores em ambientes diferentes
(i.e: olfatbmetro e arena). Foram realizadas quatro repeticdes por tratamento, no qual foram
utilizadas 6 plantas sendo: 3 plantas infestadas com &caro-rajado e 3 plantas limpas.

Os vasos foram dispostos em torno da arena de forma intercalada, planta limpa —
planta infestada e assim sucessivamente, com a distancia de 36,4 cm entre planas. A arena foi
apoiada sobre os vasos de forma que o caule das plantas tocava sua extremidade a fim de
permitir o deslocamento dos predadores. No centro da arena foram liberados 100 fémeas de
N. californicus sob uma placa de pléastico transparente (3 cm de diametro). Foi observado o
caminhamento em direcdo as plantas. Apos 24 horas, cada planta foi cortada do vaso e com o

auxilio de um macroscopico foram contados os predadores por planta.

Anélise quimica dos volateis

Foram coletadas 0,25 gramas de amostras de folhas das plantas de soja limpas e
infestadas durante 10 dias consecutivos, a fim de realizar analises quimicas prévias e
determinar o dia do inicio da indugdo dos compostos volateis. As amostras foram
identificadas e lacradas em frascos de headspace (25 mL). Cada amostra foi aquecida por 5
minutos a 50 °C antes da exposic¢do da fibra de microextracdo em fase sélida (SPME) (Merkle
et al. 2015).

A andlise quimica foi realizada no cromatdgrafo a gas Trace GC Ultra
(ThermoScientific, San Jose, CA) acoplado a espectrometro de massas Polaris Q
(ThermoScientific, San Jose, CA), sistema GC-MS, com um analisador do tipo ion-trap com a
microextracdo em fase solida (SPME) no modo headspace . Utilizou-se a fibra semipolar
Polidimetilsiloxano/Divinilbenzeno (PDMS/DVB) para exposi¢ado no recipiente com as folhas
de soja, a 60 °C por 20 minutos. Apds este periodo, a fibra foi inserida no injetor do

cromatdgrafo a 200 °C, por 5 minutos, para dessorcdo dos volateis coletados.
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As condi¢bes cromatogréficas para coleta dos volateis da soja foram: temperatura do
injetor, 200 °C; injecdo em modo splitless; splitless time, 5 minutos; temperatura da fonte de
ions, 200 °C; temperatura da interface, 275 °C. A temperatura de aquecimento do
equipamento foi de (40 °C por 1 minuto, gradiente de 5 °C/min até 110 °C, manutencédo da
isoterma por 3 minutos e depois 7 °C/min até 220 °C, temperatura na qual manteve-se a
isoterma por 1 minuto, e por fim um gradiente de 12 °C/min até 245 °C, temperatura na qual
manteve-se a isoterma por 1 minuto). O detector foi mantido no modo de varredura (fullscan,
de 30 a 300), utilizando a técnica de ionizacdo por impacto de elétrons (El), com energia de
70 eV. A coluna cromatografica utilizada foi a coluna capilar HP-5 MS (5 % fenil e 95 %
metilpolisiloxano), contendo as seguintes dimensdes: 30 m de comprimento, 0,25 mm de
diametro interno e 0,25 pm de espessura de filme (AgilentTechonolgies INC, Alemanha).

Apds obtencdo das informac6es do cromatdgrafo, foram realizadas a identificacdo e a
analise dos compostos através de comparacfes entre 0s espectros de massas presentes nas
bibliotecas NIST/EPA/NIH (2005). Esta anélise possibilitou definir o periodo com que as
plantas de soja modificam quantitativa e qualitativamente 0os compostos volateis. Esta
informacdo foi utilizada para definir as infestacGes das plantas no olfatdmetro e na arena.
Apo6s a realizagdo do teste em olfatdmetro, foram retiradas amostras das plantas de soja
utilizadas no aparelno em Y. Realizaram-se novas analises e posterior identificacdo dos
compostos presentes nas amostras através dos valores de tempo de retencdo obtidos do

programa Xcalibur 1.4 da ThermoElectron Corporation.

Analises estatisticas

No teste de olfatometria, utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado, com trés
experimentos (primeiro experimento (controle): ar x ar; segundo experimento: plantas limpas
X ar; terceiro experimento: plantas limpas x plantas infestadas com T. urticae) com trés
repeticdes. Em cada repeticdo avaliou-se a resposta de 20 acaros predadores em relacdo as
fontes de odores analisadas. Estes resultados foram submetidos a testes de qui-quadrado
(0=5%) para dados categoricos (Crawley 2013).

Para o teste em arena, também utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado,
com dois tratamentos (plantas limpas e infestadas com T. urticae) com quatro repeticdes, nas

quais foram analisadas as respostas dos 100 &caros predadores em direcdo as plantas. Os

13



resultados foram avaliados com modelos lineares generalizados (0=5%) com distribuicdo de
Poisson, para dados de contagem (Crawley 2013).

Os resultados das porcentagens das areas relativas de cada amostra foram submetidas a
analise de componentes principais (PCA). Utilizou-se o programa R para realizar as anéalises

estatisticas (R Development Core Team 2014).

Resultados

Teste em olfatdmetro

O é&caro predador N. californicus ndo apresentou preferéncia entre ar x ar, como
esperado, o que demonstra que ndo houve tendéncia de escolha para uma das extremidades do
olfatbmetro (Figura 1A). Também ndo houve preferéncia do &caro predador N. californicus
entre plantas limpas x ar (Figura 1B). Entretanto, foi observada preferéncia do acaro predador

N. californicus por plantas infestadas por T. urticae em relacédo a plantas limpas (Figura 1C).

Teste em arena
Obsevou-se que os acaros predadores caminharam significativamente em direcdo as

plantas infestadas por &caros fitofagos (X = 31,77 ; gl = 6; p > 0,001) (Figura 2).

Parametros quimicos

Apos analise dos volateis para determinacdo do dia de inducdo de defesa, observou-se
diferencgas quantitativas e qualitativas na emissdo dos compostos 24 horas apds a manipulagéo
por T. urticae e determinou-se o periodo de infestacdo das plantas que foram utilizadas em
olfatbmetro e arena. Foram identificados 22 compostos, sendo 14 em plantas limpas e 13 em
plantas infestadas com T. urticae. Em relagdo aos parametros quimicos, a presenca/auséncia e
o0 tempo de retencdo dos compostos identificados durante as analises quimicas das plantas de
soja limpas e infestadas com acaro-rajado foram apresentados (Tabela 1). A PCA dos
pardmetros quimicos referentes & composicdo dos volateis em folhas de soja limpa e infestada
com acaro-rajado explicou 73,6 % da variacdo dos dados. As amostras das trés plantas limpas
e infestadas agruparam-se em posicdes distintas, indicando que houve diferenca entre os
compostos volateis emitidos em ambas as situacdes (Figura 3). A representacdo vetorial dos
compostos foi apresentada separadamente para melhor visualizacdo (Figura 4).

Plantas limpas apresentaram nove compostos que ndo foram encontrados nas amostras

de plantas infestadas: 2-hexenal; 2,4-Hexadien-1-ol; 3-Octanol; Fellandral; 3-Hexen-1-ol; a-
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Carofileno; B-Ciclocitral; Etanona e lonona. Ao passo que plantas infestadas também
produziram nove compostos exclusivos: 2-Hepten-1-ol, 2-hexen-1-ol, 2-Octenal, 3- Octanona,

Acido 2,4-dimetil 4-pentenoico metil éster, Benzeno Acetaldeido, Isobormeol, e Nerol.

Discussao

Plantas de soja com infestacdo por T. urticae emitem compostos volateis que
direcionam o forrageamento do &caro predador N. californicus. O teste envolvendo a escolha
entre ar x ar ndo apresentou preferéncia pelo &caro predador, sugerindo que o olfatbmetro ndo
apresentou fatores externos que influenciassem na resposta dos individuos do acaro predador.
O mesmo foi observado para plantas limpas x ar. Ou seja, plantas de soja limpas sdo pouco
atrativas ao acaro predador N. californicus. Essses resultados descartam a possibilidade de
interferéncias externas nos testes realizados.

Entretanto, ao avaliar plantas de soja limpa x plantas de soja infestadas por T. urticae,
observou-se que 0s compostos provenientes da infestacdo das plantas de soja pelo acaro-
rajado foram atrativos ao acaro predador N. californicus. Este resultado sugere que plantas de
soja sdo capazes de acionar defesa induzida indireta (i.e. volateis) apds manipulacéo por T.
urticae. Esse resultado foi semelhante ao encontrado por van den Boom et al. (2002) ao
avaliarem a preferéncia do acaro predador Phytoseiulus persimilis em plantas de soja e outras
seis espécies vegetais diferentes infestadas por T. urticae x plantas sem infestacdo. Verificou-
se que as espécies avaliadas emitiram compostos, apos a injuria pelo herbivoro, que atrairam
o0s acaros predadores. Em outro estudo, com feijdo, Boer and Posthumus (2004) relataram a
preferéncia do acaro predador P. persimilis aos volateis de folhas de feijdo infestadas com T.
urticae. Gols et al. (2003) obtiveram resultados semelhantes, em que P. persimilis também
preferiu os odores do feijdo infestados por T. urticae.

Dicke et al. (1990) relataram aumento dos compostos volateis ap6s herbivoria. Os
presentes resultados, contudo, mostram que apesar de ndo haver aumento na quantidade dos
compostos, a diversidade proveniente a partir da emissdo de compostos encontrados nas
plantas infestadas foi atrativa ao acaro predador. Foi comprovado que T. urticae é capaz de
perceber e evitar volateis de plantas infestadas por P. persimilis, porém ndo apresentam a
mesma habilidade com plantas infestadas por N. californicus(Pallini et al. 1999). Uma
possivel razdo para ocorréncia deste fendbmeno é que populacdes de T. urticae ainda nédo

desenvolveram a habilidade de reconhecer N. californicus como predador (Pallini et al. 1999).
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Esta informacéo sustenta a utilizacdo de N. californicus como agente de controle bioldgico de
acaros em soja, inclusive de maneira preventiva (controle biolégico natural). Pois, por ndo
serem capazes de evitar os predadores, as infestaces por T. urticae poderiam ser reduzidas,
impedindo que colonizem plantas em areas préximas, reduzindo o risco de infestagdes
subsequentes.

Em arena verificou-se que N. californicus preferem plantas infestadas pelo acaro-
rajado (Figura 2). Oliveira et al. (2009), encontraram resultados semelhantes ao avaliarem o
comportamento de Phytoseiulus macropilis em plantas de morango limpas e infestadas com
T. urticae, sendo os predadores atraidos significativamente para plantas infestadas tanto em
olfatbmetro quanto em arena. Janssen (1999) também observou a preferéncia de P. persimilis
aos volateis de pepino infestados por T. urticae em casa-de-vegetacdo. Estes resultados
sugerem que as trés diferentes espécies de predadores conseguem localizar os odores de
plantas infestadas com a presa em diferentes ambientes. Segundo Aartsma et al. (2017) a
capacidade de deteccdo dos volateis por si s6 é insuficiente para encontrar o herbivoro, é
necessario a capacidade fisica para deslocar-se em direcdo a fonte de odor para eficiéncia de
forrageamento. Neste contexto, N. californicus poderia ser aplicado sobre as folhas de soja
infestadas por T. urticae para predadacao de adultos, formas jovens e ovos.

Sabe-se que, em testes de olfatometria, predadores sdo mais atraidos para plantas
infestadas do que para plantas sem infestagdo (Dicke and Sabelis 1988). Nosso resultado em
arena comprova as chances de encontro entre predador e presa. Assim, é possivel utilizar a
tatica de resisténcia de plantas de maneira conjunta com controle bioldgico com &caros
predadores para potencializar a eficiéncia do manejo integrado de acaros. Estudos futuros,
entretanto, devem ser desenvolvidos a fim de investigar a eficiéncia de N. californicus em
campo para lavouras de soja.

No presente estudo foram identificados compostos que ja haviam sido descritos na
literatura ao avaliar a emissdo de compostos volateis em soja. Os compostos 2-hexenal; 3-
Octanona; 3-Octanol e Benzeno Acetaldeido encontrados no tratamento soja limpa também
foram encontrados em amostras de soja limpas em outros trabalhos (Boue et al. 2003; Liu et
al. 1989; del Rosario et al. 1984; Damiani et al. 2000). Os compostos a-Carofileno; Linalol,
Beta-Ocimeno e 2-hexen-1-ol encontrados no tratamento de soja infestada também foram
descritos em outros trabalhos em amostras de folhas de soja infestadas por herbivoros (Rostas
and Eggert 2008; De Boer et al. 2004; Zhu and Park 2005). O composto 3-Hexen-1-ol,

encontrado no presente estudo somente em plantas limpas, foi encontrado em amostras de
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plantas limpas e infestadas por outros herbivoros em outros trabalhos (Damiani et al. 2000;
Liu et al. 1989; De Boer et al. 2004; Zhu and Park 2005; Rostds and Eggert 2008). Os
compostos 2-Hepten-1-ol, 2,4-Hexadien-1-ol, 4-hexen-1-ol, Acido 2,4-dimetil 4-pentenoico
metil éster, Fellandral, 5-Octen-1-ol, Isobormeol, Nerol, B-Ciclocitral, Etanona, lonona e
Fenol 2,4,6-tris (1-metiletil) ainda ndo haviam sido relatados em plantas de soja.

Os compostos 2-hexen-1-ol, 4-hexen-1-ol, 5-Octen-1-ol, Acido acético linalol éster e
fenol 2,4,6-tris (1-metiletil) foram comuns em plantas limpas e infestadas por acaros. Os
compostos 2-Hepten-1-ol, 2-hexen-1-ol, 2-Octenal, 3-Octanona, Acido 2,4-dimetil 4-
pentenoico metil éster, Benzeno Acetaldeido, Isobormeol, e Nerol foram encontrados
exclusivamente em plantas de soja infestadas com acaros. Ramachandran e Norris (1991) ao
estudarem a sensibilidade da antena do parasitoide Microplitis demolitor (Wilkinson)
(Hymenoptera: Braconidae) a compostos fitoquimicos, observaram que houve maior resposta
por compostos hidrocarbonetos de sete e oito carbonos, aldeidos e cetonas, o que corrobora 0s
nossos resultados. Pois, com excec¢do dos compostos 2-hexen-1-ol, isobermeol e nerol, todos
0s compostos exclusivos de plantas de soja com infestacdo possuem sete ou oito carbonos.
Isso sugere que estes compostos podem ter sido mais fortemente utilizados como pistas para
atracéo de N. californicus.

Assim, estudos futuros podem ser desenvolvidos com plantas de soja para identificar
qual/quais composto(s) sdo, de fato, os responsaveis pela atracdo, além de esclarecer como
estes afetam as interacdes tritroficas no aspecto da paisagem na qual os ecossistemas estdo
inseridos. Desta forma, associado aos resultados apresetados, poderia-se ter maior
previsibilidade e chances de eficiéncia do controle biolégico de acaros praga na cultura da

soja.
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Figura 1 Resposta de acaros predadores N. californicus em olfatdmetro em Y. A) Ar x ar; B) Ar limpo x plantas
de soja sem infestagdo C) Plantas de soja sem infestacdo x plantas de soja infestadas por T. urticae. Cada barra
representa uma repeticdo do experimento apds 20 respostas (teste qui-quadrado). O numero de acaros que ndo
responderam (NR) ap6s 5 minutos estdo contabilizados fora das barras.
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Figura 2 NOmero de &caros predadores Neoseiulus californicus recapturados em plantas de soja limpas e

infestadas com T. urticae ap6s 24 horas em arena.
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Tabela 1 Compostos organicos volateis (COVs) identificados em plantas de soja (M6210IPRO) limpa e infestada

com 100 individuos de Tetranychus urticae por planta.

Soja limpa e com infestacdo de T. urticae (% relativa da area)

N° COVs Classe _ Soja
Soja com
RT Férmula limpa  4acaro
) 2-Hepten-1-ol Alcool 2,61 C7H140 X
2-hexen-1-ol Alcool
5,19(limpa);
) 5,40(4caro) C6H120 X
3 2-hexenal Aldeido 5,22 C6H100
A 2-hexin-1-ol Alcool 5,92 C6H100 X
5 2,4-Hexadien-1-ol Alcool 5.50 C6H100 X
6 2-Octenal Aldeido 8,50 C8H140
, 4-hexen-1-ol Alcool 8,94 C10H180 X
o 3-Octanona Acetona 9,02 C8H160
o 3-Octanol Alcool 9,25 C8H180 X
Acido-4-pentenoico, 2,4- Ester
10 dimetil metil éster 9,29 C8H1402 X
" Fellandral Aldeido 10.88 C10H160 X
1 Benzeno Acetaldeido Aldeido 10,63 C8HB80 X
5-Octen-1-ol Alcool 11,55limpa
13 11,73 acaro C8H160 X X
" 3-Hexen-1-ol Alcool 11,78 C6H120
Acido acético linalol Ester
15 éster 12,26 C12H2002 X X
a-Carofileno Hidrocarbonet 12,39 C6H120 X
16 0
. Isobormeol Alcool 14.12 C10H180
18 Nerol Alcool 14,40 C10H180
19 B-Ciclocitral Alcool 16,07 C10H160
2 Etanona Acetona 17,15 C10H160
’1 lonona Acetona 24,60 C13H200
Fenol 2,4,6-tris(1- Fenol
- metiletil) 25,20 C15H240 X X
Total de compostos 14 13
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Figura 3 Analise de componentes principais (PCA) dos compostos volateis presentes em plantas de soja sem
infestacdo (o); e ap0s infestacdo de 24 horas de manipulag&o por T. urticae () detectados via CG/MS.
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Figura 4 Andlise de componentes principais (PCA) dos compostos volateis presentes em plantas de soja sem
infestacdo e apos infestacdo de 24 horas de manipulagdo por T. urticae detectados via CG/MS. Para facilitar a
identificacdo dos compostos, os nimeros no grafico referem-se aos compostos da tabela 1.
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ARTIGO 2

O acaro predador Neoseiulus californicus (Acari: Phytoseiidae) responde igualmente aos
volateis de soja sob herbivoria multipla?

Aurtigo escrito conforme as normas do periddico Experimental and Applied Acarology

Resumo O aparelho bucal dos herbivoros possui elicitores que mediam o acionamento de
rotas quimicas de defesa indiretas que sdo utilizadas pelas plantas. Sob o ataque simultaneo ou
sequencial de herbivoros, os volateis emitidos por plantas podem variar quanto a
complexidade quimica e consequentemente interferir no forrageamento de inimigos naturais.
Assim, objetivou-se avaliar a preferéncia do acaro predador Neoseiulus californicus (Acari:
Phytoseiidae) aos volateis de plantas de soja submetidas ao ataque multiplo por Tetranychus
urticae (Acari: Tetranychidae) e Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera, Noctuidae). O
experimento foi realizado com plantas de soja transgénica (Bt) M6210 IPRO, em olfatbmetro
em Y. Os tratamentos foram dispostos na sequéncia: soja limpa X soja infestada com A.
gemmatalis; soja infestada com T. urticae x soja infestada com A. gemmatalis e soja infestada
com T. urticae x soja infestada com T. urticae e A. gemmatalis na mesma planta. Nas
infestacGes por T. urticae foram utilizados 100 individuos por planta durante um dia, e por
lagartas, dois individuos durante dois dias. Os resultados foram submetidos ao teste chi-
quadrado a 5% de significancia. Realizou-se a analise quimica dos volateis por cromatografia
gasosa acoplada a espectometria de massas e analise de componentes principais (PCA) dos
compostos. A infestacdo das plantas com T. urticae foi preferida em relacdo aos demais
tratamentos investigados quanto a preferéncia de N. californicus. Quando plantas de soja
foram submetidas a infestacfes de T. urticae e A. gemmatalis o acaro predador N. californicus
ndo alterava sua preferéncia por plantas de soja com infestadas unicamente com T. urticae. A
PCA mostrou diferencas entre os grupos de compostos e explicou 43,5% da variacdo dos
volateis. Conclui-se que plantas de soja infestadas por T. urticae de maneira simples e
maultipla acionam defesa induzida indireta através da producdo de compostos volateis, que séo
utilizados como pistas quimicas pelo &caro predador. Conclui-se que mesmo em infestacGes
maultiplas de A. gemmatalis, o acaro predador N. californicus pode ser utilizados como
estratégia de controle biolégico em programas de manejo integrado de acaros praga em
lavouras de soja.

Palavras-chave: Defesa induzida indireta, multiplo ataque, controle bioldgico.
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The predatory mite Neoseiulus californicus (Acari: Phytoseiidae) respond also by
soybean volatiles infested by multiples herbivores?

Abstract The oral apparatus of herbivores have elicitors that measure the activation of
chemical defense routes that are driven by plants. Under the simultaneous or sequential attack
of herbivores, the volatiles emitted by plants may vary in chemical complexity and
consequently interfere with the foraging of natural enemies. The aim of this study was to
evaluate the preference of the predatory mite Neoseiulus californicus (Acari: Phytoseiidae) to
soybean volatiles submitted to multiple attack by Tetranychus urticae (Acari: Tetranychidae)
and Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera, Noctuidae). The experiment was carried out with
transgenic soybean M6210 IPRO, in a Y-olfactometer. The treatments were arranged in the
following sequence: soybean clean soybean infested with A. gemmatalis; soybean infested
with T. urticae x soybean infested with A. gemmatalis and soybean infested with T. urticae x
soybean infested with T. urticae and A. gemmatalis on the same plant. In T. urticae
infestations, 100 individuals per plant were used for one day, and for caterpillars, two
individuals were used for two days. The results were submitted to chi-square test at 5%
significance. The volatile chemical analysis was performed by gas chromatography coupled to
mass spectrometry and principal component analysis (PCA) of the compounds. Infestation of
plants with T. urticae was preferred over the other treatments investigated for N. californicus
preference. When soybean plants were submitted to infestations of T. urticae and A.
gemmatalis, the predator mite N. californicus its preference for soybean plants infested with
T. urticae alone. The PCA showed differences between the groups of compounds and
explained 43.5% of the variation of the volatiles. It is concluded that soybean plants infested
by T. urticae in a simple and multiple way trigger indirect induced defense through the
production of volatile compounds, which are used as chemical clues by the predatory mite. It
is concluded that even in multiple infestations, predatory mites can be used as a strategy for
biological control in programs of integrated pest mite management in soybean crops.

Keywords: Indirect induced defense; multiple attack, biological control.
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Introducéo

Os compostos organicos volateis (COVs) emitidos na defesa induzida indireta sdo
utilizados pelos inimigos naturais para localizar plantas infestadas por presas ou hospedeiros
(van Poecke and Dicke 2004; Leitner et al. 2005; Aartsma et al. 2017). Esses compostos, por
sua vez, variam de acordo com a presenca de substancias elicitoras que dependem do tipo de
aparelho bulcal dos herbivoros (Heil 2014). As plantas possuem receptores que reconhecem
estes elicitores e ao se conectarem promovem alteracbes no potencial da membrana, e
ativacdo das proteinas quinases que mediam etapas de sinalizacdes (Maffei et al. 2007).

Combinagdes de mdaltiplos herbivoros podem induzir a emissdo de diferentes
compostos volateis (Dicke et al. 2009). Herbivoros mastigadores comumente podem induzir
vias de sinalizacdo mediadas por &cido jasménico (AJ). Ao passo que insetos sugadores
tendem a acionar a rota do &cido salicilico (AS) (Leitner et al. 2005; Yoneya and Takabayashi
2014; Aartsma et al. 2017). Quando uma planta é atacada por multiplos herbivoros pode
ocorrer 0 chamando “crosstalk” entre as rotas quimicas de defesas induzidas, para permitir
que ela consiga ajustar uma resposta defensiva adequada a um atacante especifico,
direcionando a atracdo de predadores ou parasitdides (Pieterse et al. 2012; Heil 2014).

Pode-se considerar que ocorre incremento do controle bioldgico quando um predador
que é atraido por uma planta infestada pelo primeiro herbivoro também ataca outros
artropodes que a manipulem simultaneamente ou subsequentemente (Pieterse et al. 2012). A
complexidade da escala espacial em que o0 agroecossistema esta inserido torna-se importante
quando a presenca dos predadores favorecem mudangas comportamentais nos herbivoros,
fazendo com que eles movam-se para outros tecidos das plantas ou colonizem éreas proximas
(Utsumi et al. 2010; Aartsma et al. 2017).

Com a herbivoria multipla torna-se mais complicado prever a resposta em relacdo ao
forrageamento de inimigos naturais (Dicke et al. 2009). Principalmente quando artrépodes
manipulam a planta ao mesmo tempo (Zhang et al. 2009) podendo alterar a produgdo dos
voléteis provenientes da infestacdo (Dicke et al. 2009). Assim, as intera¢cdes entre hervivoros
associados a uma cultura sdo influenciadas por varios fatores em que as plantas acionam
respostas conforme o tipo e a sequéncia de artropodes que as atacam (de Rijk et al. 2013).
Esses herbivoros secundarios poderdo induzir outras vias de sinalizacao e, consequentemente,
proporcionarem atracdo de outros inimigos naturiais, formando um constante ciclo de

interacOes troficas (Stam et al. 2014).
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A cultura da soja é alvo de ataque de mdaltiplos herbivoros, como vérias espécies de
lagartas (Moscardi et al. 2012) e por &caros praga (Guedes et al. 2007; Roggia et al. 2008;
Rezende et al. 2014) . Pequisas sobre interac@es inseto-planta em soja, abordam os efeitos das
interacdes entre a planta e uma espécie de inseto, a fim de esclarecer como os volateis
direcionam os herbivoros para plantas com a presa (Moraes et al. 2005; Michereff et al. 2011,
Cai et al. 2015), bem como a herbivoria modifica a emisséo destes compostos conforme a fase
de desenvolvimento da planta (Rostas and Eggert 2008). Contudo, sdo escassos 0s estudos em
relacdo a resposta apds serem submetidas a infestacdo mdltipla, particularmente se estes
pertencem a diferentes guildas de alimentacdo (Zhang et al. 2009). Moraes et al. (2005)
avaliaram a atracdo de Telenomus podisi Ashmead (Hymenoptera: Scelionidae) aos volateis
de plantas de soja com infestacdo de Euschistus heros (F.) (Heteroptera: Pentatomidae) e
Anticarsia gemmatalis, verificaram diferencas especificas nos compostos volateis
provenientes da saliva de E. heros que orientaram a preferéncia das plantas relacionados ao
seu hospedeiro ao passo que ndo responderam ao tratamento com a A. gemmatalis.

Entender o mecanismo envolvido por ataque multiplo de herbivoros é fundamental
para selecdo de cultivares que sdo resilientes as adversidades ambientais caracterizadas pela
diversidade de espécies de herbivoros atacantes (Giron et al. 2018). Além de esclarecer o
efeito das defesas induzidas nas interacBes tritréficas em paisagens nas quais 0s
agroecossistema estdo inseridos (Dicke et al. 2009; Ponzio et al. 2016; Aartsma et al. 2017).
Neste contexto, este trabalho investigou se plantas de soja sob herbivoria multipla de
Tetranychus urticae e Anticarsia gemmatalis sdo capazes de acionarem defesa induzida
indireta através da emissdo de compostos volateis atrativos ao acaro predador Neoseiulus

californicus.

Material e Métodos

As plantas de soja foram mantidas em casa-de-vegetacdo (25 °C + 5) e as anélises de
olfatometria foram conduzidas no Laboratorio de Entomologia Agricola e Florestal, Campus
Sete Lagoas da Universidade Federal de Sdo Jo&do Del Rei (UFSJ), Sete lagoas, Minas Gerais,
Brasil. As analises quimicas foram realizadas no Laboratorio de Quimica da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG), Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil.

CriacOes de T. urticae, A. gemmatalis e obtencao de N. californicus
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Para o estabelecimento das criagdes de T. urticae, realizou-se a semeadura de plantas
de feijdo-de-porco (Canavalia ensiformis) em vasos plasticos (6,3 L), com substrato Terral
Solo®, mantidas em gaiolas com tela anti-afideos dentro da casa-de-vegetacdo, com
temperatura de 25 °C + 5. Estes &caros foram coletados previamente em folhas de sorgo
(Sorghum bicolor) na casa-de-vegetacdo na Embrapa Milho e Sorgo. Apos a coleta, 0s
especimes foram visualizados por meio de microscopio estereoscopico e transferidos
individualmente para face abaxial das plantas. Elas foram irrigadas e substituidas sempre que
apresentavam aspecto que justificasse a necessidade de manejo. Foram utilizadas as folhas de
feijdo-de-porco sem tratamento fitossanitario, para manter criacdes de T. urticae em camara
climatizada, tipo BOD, a temperatura de 25°C, umidade relativa de 70% * 10% e fotofase de
12 horas. As folhas foram mantidas sobre espuma embebida em &gua dentro de caixas
plasticas de 20 x 30 centimetros de comprimento com a face abaxial voltada para cima e
revestida com algodao umedecido para impedir os acaros de sairem da folha.

As lagartas A. gemmatalis foram criadas pela equipe do Laboratério de Controle
Biologico da Embrapa Milho e Sorgo, alimentando-se de dieta artificial e solugdo acucarada
na fase adulta. As mariposas adultas foram colocadas em gaiolas confeccionadas com tubos
de PVC (30 cm de diametro e 20 cm de altura) para a multiplicagdo e oviposigao.
Guardanapos contendo os ovos foram retirados e armazenados em sacos plasticos em
temperatura controlada (25 + 2 °C). Ap0s eclosdo as larvas foram individualizadas em copos
plasticos de 50 mL até empupar (Vilela et al. 2014).

Os é&caros predadores N. californicus foram adquiridos da empresa Koppert pela
compra do produto comercial SPICAL®.

Semeadura e manutencdo das plantas de soja

Utilizou-se vasos pléasticos (1 L) com substrato Terral Solo® para semear cem plantas
de soja MG6210IPRO, que expressam a proteina CrylAC (Bt). As plantas foram
acondicionadas em gaiolas com tela anti-afideos em casa-de-vegetacdo. A irrigacdo e demais
tratos culturais foram realizados sempre que necessario. As plantas de soja foram utilizadas

para 0s experimentos ao atingirem o estadio de desenvolvimento V3.
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Anélise de preferéncia do predador em olfatdbmetro

InfestacOGes foram realizadas nas plantas de soja com 100 acaros fémeas adultas por
planta durante 24 horas e com duas lagartas de A. gemmatalis de quarto instar durante 36
horas antes da realizagdo do experimento. As plantas foram levadas ao olfatdbmetro em forma
de Y (Sabelis and van de Baan 1983), cujas medidas séo de 21,0 cm de comprimento de cada
lado e 3,5 cm de didmetro. Os tratamentos foram soja limpa X soja infestada com A.
gemmatalis; soja infestada com T. urticae x soja infestada com A. gemmatalis e soja infestada
com T. urticae x soja infestada com T. urticae e A. gemmatalis. Foram realizadas trés
repeticdes, representadas por 20 respostas dos predadores.

Os éacaros predadores foram liberados individualmente na extremidade impar (area de
liberacdo) sobre arame de cobre, para facilitar o deslocamento dos individuos. Utilizou-se um
fluxdbmetro com velocidade de 0,50 m/s para regular o direcionamento do fluxo dos
recipientes para a area de liberacdo. Apds liberagdo dos individuos, observou-se o
comportamento durante 5 minutos, e considerou-se a resposta apos atingir 1/3 de uma das
extremidades. Os &caros predadores que ndo responderam ap6s 5 minutos ndo foram
contabilizados na analise estatistica segundo a metodologia de Janssen (1999). Individuos que
sairam do arame ou foram perdidos de vista durante a realizacao do teste foram removidos e o
teste foi retomado apo6s lavagem do aparelho com agua corrente e secagem. A cada cinco

respostas, as posicdes das fontes de odor foram invertidas para evitar tendéncias.

Anédlise quimica dos volateis

A andlise quimica foi realizada no cromatdografo a gas Trace GC Ultra
(ThermoScientific, San Jose, CA) acoplado a espectrometro de massas Polaris Q
(ThermoScientific, San Jose, CA), sistema GC-MS, com um analisador do tipo ion-trap em
microextracdo em fase solida (SPME) no modo headspace (Merkle et al. 2015). As amostras
coletadas das plantas de soja que foram utilizadas no olfatdmetro foram identificadas e
lacradas em frascos de headspace (25 mL). Utilizou-se a fibra semipolar
Polidimetilsiloxano/Divinilbenzeno (PDMS/DVB) para exposi¢éo nos frascos a 60 °C por 20
minutos.

As condi¢bes cromatogréficas para coleta dos volateis da soja foram: temperatura do

injetor, 200 °C; injecdo em modo splitless; splitless time, 5 minutos; temperatura da fonte de
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fons, 200 °C; temperatura da interface, 275 °C. A temperatura de aquecimento do
equipamento foi de (40 °C por 1 minuto, gradiente de 5 °C/min até 110 °C, manutencdo da
isoterma por 3 minutos e depois 7 °C/min até 220 °C, temperatura na qual manteve-se a
isoterma por 1 minutos, e por fim um gradiente de 12 °C/min até 245 °C, temperatura na qual
manteve-se a isoterma por 1 minuto). O detector foi mantido no modo de varredura (fullscan,
de 30 a 300), utilizando a técnica de ionizacdo por impacto de elétrons (El), com energia de
70 eV. A coluna cromatogréafica utilizada foi a coluna capilar HP-5 MS (5 % fenil e 95 %
metilpolisiloxano), contendo as seguintes dimensdes: 30 m de comprimento, 0,25 mm de
didmetro interno e 0,25 pm de espessura de filme (AgilentTechonolgies INC, Alemanha).

Os compostos foram identificados através de comparacdes entre os espectros de
massas presentes nas bibliotecas NIST/EPA/NIH (2005) com base nos valores de tempo de

retencdo obtidos do programa Xcalibur 1.4 da ThermoElectron Corporation.

Andlises estatisticas

No teste de olfatometria, utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado, com trés
experimentos e trés repeticdes. Em cada repeticdo avaliou-se a resposta de 20 &acaros
predadores em relacdo as fontes de odores analisadas. Estes resultados foram submetidos a
testes de qui-quadrado (a=5%) para dados categoricos (Crawley 2013).

Os resultados das porcentagens das areas relativas de cada amostra foram submetidas a
analise de componentes principais (PCA). Utilizou-se o programa R para realizar as analises
estatisticas (R Development Core Team 2014).

Resultados

Teste em olfatbmetro

O acaro predador N. californicus ndo apresentou preferéncia entre planta de soja limpa
x planta de soja infestada com A. gemmatalis (Figura 1 A), ndo havendo diferenca estatistica
entre o numero de escolhas. Neoseiulus californicus preferiu plantas de soja infestadas com T.
urticae em relacdo as plantas infestadas com A. gemmatalis (Figura 1 B). Tal preferéncia de

N. californicus, observada anteriormente, ndo foi alterada quando plantas de soja infestadas
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com T. urticae x plantas com infestagdes multiplas de T. urticae e A. gemmatalis foram
avaliadas (Figura 1 C).

Parametros quimicos

Foram identificados 29 compostos, sendo 14 em plantas limpas, 13 em plantas
infestadas com T. urticae, 16 em plantas infestadas com A. gemmatalis e 9 em plantas com
infestacdes multiplas ( T. urticae e A. gemmatalis), pertencentes ao grupos quimicos: alcool,
aldeido, éster, cetona, monoterpeno e sesquiterpeno. Quanto aos parametros quimicos dos
grupos funcionais, presenca/auséncia e o tempo de retencdo dos compostos identificados
foram apresentados (Tabela 1). A PCA dos parametros quimicos referentes a composicdo dos
volateis em folhas de soja limpa e com as respectivas infestacGes explicou 67,7 % da variacdo
dos dados. As amostras das trés plantas infestadas com A. gemmatalis e por herbivoria
maltipla de T. urticae e A. gemmatalis agruparam-se em posi¢des distintas, indicando que
houve diferenca entre os compostos volateis emitidos em ambas as situacdes (Figura 2). O
grafico com a representacdo vetorial dos compostos (Figura 3) foi apresentado separadamente
para melhor visualizagao do leitor.

Plantas com a presenca de A. gemmatalis emitiram quatro compostos exclusivos: 2,4-
Decadien-1-ol, 1,3,7-Octatriene, 2,7- dimetil, 3,5-Octadiene e Pulegona. As plantas com
infestacfes multiplas de T. urticae e A. gemmatalis emitiram os compostos Cis-0-mentha-2,8-
dien-1-ol e Beta lonona que ndo haviam sido emitidos com a presenca dos herbivoros

separadamente.

Discussao

A presenca da lagarta A. gemmatalis ndo interfere no forrageamento do acaro predador
em plantas de soja com infestacdo multipla por acaros e lagartas. No teste entre planta limpa x
planta com A. gemmatalis ndo houve preferéncia do predador N. californicus, o que sugere
gue plantas infestadas por lagartas ndo atraem acaros predadores. Entretanto, no teste entre
planta infestada com A. gemmatalis x planta infestada por T. urticae, N. californicus preferiu
os volateis das plantas infestads pelo acaro T. urticae. Este resultado sugere que plantas de
soja sdo capazes de acionar defesa induzida indireta a este herbivoro e o predador, por sua

vez, é capaz de identificar volateis produzidos por suas presas. Resultado semelhante foi
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observado por De Boer et al. (2004) ao avaliarem a atracdo do acaro predador Phytoseiulus
persimilis aos volateis de plantas de feijdo com herbivoria de T. urticae ou pela lagarta
Spodoptera exigua, sendo que também houve atracdo por plantas infestadas com T. urticae.
Estes resultados indicam ainda que os acaros predadores conseguem diferir entre os odores de
plantas infestadas por sua presa. Shimoda and Dicke (1999) ao avaliarem a resposta de P.
persimilis aos volateis de feijdo em baixa densidade de S. exigua (2 lagartas por planta) e alta
densidade (100 lagartas por planta) observaram preféncia ao primeiro e repeléncia do
predador ao ultimo grupo. Entretanto, ao ndo remover as fezes das lagartas, os predadores nao
preferiram este tratamento. Neste trabalho os autores evidenciaram que os volateis de fezes da
lagarta mediam a ndo preferéncia. Tal observacdo é pertinente, pois as fezes das lagartas
permaneceram sobre as folhas de soja durante a conducdo experimental, o que pode justificar
a ndo preferéncia de N. californicus.

Quanto a escolha entre soja com T. urticae x T.urticae e A. gemmatalis na mesma
planta, o &caro N. californicus ndo aterou sua preferéncia por plantas infestadas por sua presa
mesmo na presenca da lagarta. Isto sugere que, apesar da presenca de A. gemmatalis em
plantas de soja promover alteracdo do perfil quimico dos volateis, ndo ha diferenca quanto a
preferéncia do predador. Resultados opostos foram relatados por De Boer et al. (2008) ao
compararem as emissdes volateis em plantas de feijao e pepino com herbivoria simples de T.
urticae e multiplas por T. urticae e S. exigua e observaram que para o feijdo, o ataque
maultiplo atuou sinergicamente devido o efeito aditivo evidenciado no aumento na emissdo de
compostos, ao passo que para 0 pepino, parece haver efeito antagénico devido a supressao da
emissdo de compostos. Porém, a atracdo de P. persimilis em olfatdmetro foi significativa em
direcdo aos odores provenientes da infestacdo por maltiplos herbivoros nas duas espécies de
plantas em estudo. Assim, diferente de P. persimilis, N. californicus ndo prefere uma das
fontes de odores especificamente, uma vez que em ambas as opc¢des existe a presenca da
presa. Os pardmetros quimicos encontrados assemelham-se aos observados no pepino, pois a
herbivoria multipla também reduziu a quantidade de compostos encontrados na soja.

Outros inimigos naturais, como formigas predadoras, preferem volateis de pepino com
multiplo ataque de Aphis gossypii Gléver, 1877 (Hemiptera: Aphididae) e Mamestra
brassicae (Linnaeus, 1758) x plantas infestadas apenas por Aphis gossypii (Schettino et a.l
2017). Moayeri et al. (2007) observaram preferéncia do predador Macrolophus caliginosus
(Heteroptera: Miridae) a volateis de pimenta infestada por T. urticae e Myzus persicae

(Sulzer) (Hemiptera: Aphididae) em comparacdo aos volateis das plantas infestadas pelos
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herbivoros em infestacdo simples. Nessas situagdes, a herbivoria multipla é justificada pela
disponibilidade de uma dieta mista, uma vez que 0s inimigos naturais estudados sdo
generalistas. No presente trabalho ndo houve preferéncia uma vez que N. californicus nédo
demonstrou resposta significativa na escolha entre os volateis da presa ou por ataque maltiplo.
Este resultado sugere que ao ser confrontado com volateis de plantas com infestacdes
maltiplas em campo, N. californicus pode ser utilizado como estratégia de controle bioldgico
em ambas as situacdes, uma vez que sua preferéncia ndo é comprometida com a presenca da
lagarta, e consequentemente ndo reduz sua taxa de encontro com a sua presa.

Segundo De Boer et al. (2008), a alimentacdo de um herbivoro ndo-presa pode
suprimir a indugdo de compostos volateis usados por predadores. Esta informacao suporta o
que foi encontrado nos pardmetros comportamentais e quimicos, pois plantas de soja
infestadas por T. urticae e A. gemmatalis emitiram oito compostos, ao passo que a
manipulacdo pelos herbirovos em infestacdo simples emitiram treze e dezesseis
respectivamente. Assim, a reducdo no numero de compostos pode ter sido uma das causas
pelas quais ndo observou-se preferéncia de N. californicus a plantas infestadas com lagartas.
Dessa forma, é possivel utilizar a tatica de resisténcia de plantas de maneira conjunta com
controle biolégico com &caros predadores para potencializar a eficiéncia do manejo integrado
de &caros. Estudos futuros podem ser desenvolvidos a fim de investigar a eficiéncia de
aplicacdo de N. californicus em campo para lavouras de soja em ataque maltiplo.

Os compostos 2-hexen-1-ol (2), 2-hexenal (3), 3-Octanona (9), 3-Octanol (10), 3-
Hexen-1-ol (16), Linalol (18), Benzeno Acetaldeido (14), Beta-Ocimeno (25) e a-Carofileno
(19) encontrados no presente estudo, também foram identificados em plantas de soja em
varios trabalhos ao avaliar a emissdo de compostos volateis (del Rosario et al. 1984; Liu et al.
1989; Damiani et al. 2000; Boue et al. 2003; De Boer et al. 2004; Moraes et al. 2005; Zhu and
Park 2005; Rostas and Eggert 2008; Michereff et al. 2011; Cai et al. 2015). Os outros vinte
compostos ndo haviam sido relatados em plantas de soja. Os compostos volateis emitidos por
plantas da mesma espécie infestadas por herbivoros de espécies diferentes podem ser
semelhantes, mas diferem em relacdo a proporcéo relativa da area (De Boer et al. 2004). Os
resultados encontrados corroboram os encontrados na analise comportamental de N.
californicus, uma vez que os compostos volateis provenientes da infestacao por T. urticae e A.
gemmatalis na mesma planta assemelham-se de tal forma que favoreceu a formacéao de apenas
um grupo de compostos, ao passo que plantas infestadas por A. gemmatalis apresentam

diferencas qualitativas e quantitativas mais acentuadas, agrupando-os em posi¢oes distintas.
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Segundo De Boer et al. (2004) os inimigos naturais utilizam volateis induzidos por
herbivoros ndo presas para evitar plantas com herbivoros inadequados. Aqueles autores
observaram altas emissdes do composto beta-ocimeno apds herbivoria de S. exigua em plantas
de feijdo-de-lima e, consequentemente, ndo preferéncia do predador P. persimilis. Esse
composto também foi encontrado em plantas de soja limpa em outros trabalhos (Zhu and Park
2005; Rostas and Eggert 2008). Assim, beta-ocimeno pode ter sido utilizado por N.
californicus para evitar plantas sem infestacdo e com presenca de A. gemmatalis, uma vez que
foi emitido em plantas limpas e com lagartas, mas ndo em amostras com infestacdo da presa.
Réstas e Eggert (2008) ao avaliarem a emisséo de volateis em plantas de soja apds herbivoria
por Spodoptera frugiperda detectaram diferencas qualitativas e quantitativas dos compostos
em relacdo ao tempo, fase de crescimento, 6rgdo da planta e idade da folha, e que o estadio
vegetativo emite maiores quantidades de compostos do que no estadio reprodutivo. Assim é
possivel afirmar que observou-se grande parte da quantidade total dos volateis que foram
emitidos pelas plantas de soja, pois as amostras que foram utilizadas para analise quimica,
foram retiradas no estadio vegetativo V3.

Conclui-se que, apesar da herbivoria multipla alterar o perfil quimico dos volateis
emitidos em plantas de soja, ndo ha diferenca entre o comportamento do predador. Ou seja, a
presenca da lagarta A. gemmatalis ndo interfere no encontro do acaro predador com sua presa.
Assim, mesmo em infestacBes multiplas, N. californicus pode ser utilizado como inimigo

natural de acaros praga em programas de controle bioldgico na cultura da soja.
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Figura 1 Resposta de acaros predadores N. californicus em olfatbmetro em Y. A) Plantas de soja limpas x
plantas com infestacdo de A. gemmatalis; B) Plantas de soja infestadas com T. urticae x plantas infestadas com
A. gemmatalis; C) Plantas de soja infestadas com T. urticae x plantas infestadas com T. urticae e A. gemmatalis
na mesma planta. O ndmero de 4caros que ndo responderam (NR) apds 5 minutos estdo contabilizados fora das
barras.
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Tabela 1 Compostos organicos volateis (COVs) identificados em plantas de soja (M6210IPRO), sendo: Plantas
de soja limpa (S), infestada com A&caro-rajado, Tetranychus urticae (SA), infestadas com 2 lagartas A.
gemmatalis (SL) e por T. urticae + A. gemmatalis (SAL) na mesma planta respectivamente.

Soja limpa (S) e com infestacdes de acaro-rajado (SA), por lagarta (SL) e &caro e lagarta

N° COVs (SAL) na mesma planta respectivamente.
Classe RT Férmula S SA SL SAL
1 2-Hepten-1-ol Alcool 261 C7H140 X X
) 4,08 (SL);
2 2-hexen-1-ol Alcool 5,19(S); C6H120 X X X
5,40(SA)
3 2-hexenal Aldeido 5,22 C6H100 X X
4 2-hexyn-1-ol Alcool 5,92 C6H100 X X
5 24-Hexadien-1-ol Alcool 5.50 C6H100 X
6 24-Decadien-1-ol Alcool 8,09 C10H180
7 2-Octenal Aldeido 8'5%(%(&?")? C8H140 X
8 4-hexen-1-ol Alcool 8,94 C10H180 X
9 3- Octanona Cetona 9,02 C8H160 X
10 Octan-3-ol Alcool 9,25 C8H180 X X
11 13,7-Octatriene,2,7-  \Monoterpeno 9.80 C10H16
dlmetll_
o dpeeecenzl g SN couor x X
13 Felandral Monoterpeno 10.88 C10H160 X X
14 Benzeno Acetaldeido ~ Aldeido 10,63 C8H80 X
11,52(SL);
15 5-Octen-1-ol Alcool 11,55(S); C8H160 X X X
11,73(SA)
16 3-Hexen-1-ol Alcool 11,78 C6H120 X X
17 3,5-Octadieno Monoterpeno 11,92 C10H180 X
18 Linalol Monoterpeno 12,26 C10H180 X X X
19 a- Carofileno Sesquiterpeno 12,39 C15H24 X X
20 Citronelol Monoterpeno 12,54 C10H20 X X
21 Isobormeol Monoterpeno 14.12 C10H180 X X
22 Nerol Monoterpeno 14,40 C10H180 X
23 Pulegona Monoterpeno 15.99 C10H160 X
24 Cis-o-mentha-2,8-  Monoterpeno 16,04 C10H160 X
dien-1-ol
25 B-Ocimeno Monoterpeno 16,07 C10H16 X X
26 Etanona Monoterpeno 17,15 C10H160 X
27 Beta lonona Cetona 24,49 C13H200 X
28 lonona Cetona 24,60 C13H200
29  Fenol2,46-tris(1-  gesquiterpeno 25 20 C15H240 X
metiletil)
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Total de compostos

14

13

16
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Figura 2 Analise de componentes principais (PCA) dos compostos volateis presentes em plantas de soja apés

infestacdo por A. gemmatalis ( ® ) e ap6s ataque mdltiplo de T. urticae e A. gemmatalis (A) na mesma planta
detectados via CG/MS.
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Figura 3 Anélise de componentes principais (PCA) dos compostos volateis presentes em plantas de soja apés

infestacdo por A. gemmatalis e T. urticae e A. gemmatalis detectados via CG/MS. Para facilitar a identificagdo
dos compostos, 0s nimeros no grafico sdo 0s mesmos da Tabela 1.
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CONSIDERACOES FINAIS

Essa dissertacdo possui a primeira investigacdo sobre o acionamento de defesa
induzida indireta em plantas de soja transgénica (Bt) sob infestacdo simultanea de acaro-
rajado e lagarta-da-soja. Ressalta-se que os resultados aqui apresentados foram analisados
tanto na parte comportamental (i.e. preferéncia do acaro predador) em olfatdmetro e em arena,
qguanto nos parametros quimicos (i.e. compostos volateis). Além disso, apresenta o0 primeiro
relato de vinte novos compostos que ainda ndo haviam sido descritos em literatura para esta
cultura.

Conclui-se que defesas induzidas indiretas sdo elicitadas em plantas de soja tanto em
infestacdes simples e multiplas e que o &caro predador Neoseiulus californicus responde
igualmente a infestacdes por acaro-rajado na presenca da lagarta-da-soja.

Futuramente, outros trabalhos devem ser conduzidos para investigar o comportamento
do predador em campo, pois, apesar de ser importante fazer essa avaliagdo em ambiente
controlado, as condi¢fes ambientais do agroecossistema podem interferir na eficiéncia do

controle bioldgico.
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