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PREFERENCIA DE Neoseiulus californicus (ACARI: PHYTOSEIIDAE)
POR VOLATEIS DE MILHO CONVENCIONAL E Bt INDUZIDOS POR
HERBIVORIA SIMPLES E MULTIPLA

RESUMO GERAL - As plantas possuem mecanismos de defesas contra herbivoros. As
defesas induzidas direta e indireta sdo desencadeadas através da elicitacdo do ataque de
herbivoros. Outro tipo defesa sdo as constitutivas que sdo expressas continuamente na planta.
Tais mecanismos de defesa podem apresentar interacdo entre si. Este estudo teve como objetivo
avaliar se o ataque de Tetranychus urticae (Acari: Tetranychidae) ou a herbivoria maltipla de
T. urticae juntamente com a Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) séo capazes de
elicitar defesa induzida indireta em plantas de milho convencional e Bt. O experimento foi
realizado em laborat6rio com auxilio do olfatdmetro em Y, avaliando a preferéncia olfativa do
acaro predador Neoseiulus californicus (Acari: Phytoseiidae) por volateis de plantas. Os
tratamentos foram: Planta Convencional limpa X Planta Convencional Infestada com éacaro-
rajado; Planta Bt limpa X Planta Bt Infestada com acaro-rajado; Planta Convencional Infestada
com acaro-rajado X Planta Bt Infestada com &caro-rajado; Planta Convencional Infestada com
acaro-rajado X Planta Convencional Infestada com acaro-rajado + lagarta-do-cartucho; Planta
Bt Infestada com acaro-rajado X Planta Bt Infestada com acaro-rajado + lagarta-do-cartucho;
Planta Convencional Infestada com acaro-rajado + lagarta-do-cartucho X Planta Bt Infestada
com é&caro-rajado + lagarta-do-cartucho. A extracdo dos compostos volateis foi realizada pela
microextracdo em fase sélida no modo headspace. Para as analises quimicas foi empregado o
cromatdgrafo a gasTrace GC Ultra, acoplado a espectrometro de massas Polaris Q, sistema GC-
MS. O acaro predador N. californicus ndo foi capaz de distinguir entre os odores de plantas
limpas e infestadas por &caro-rajado, isso ocorreu em milho convencional e Bt. Neoseiulus
californicus também ndo distinguiu entre os volateis de plantas de milho convencional e Bt
infestadas por acaro-rajado. Também ndo houve discriminacdo do &caro predador entre plantas
sob infestacdo simples e multipla, tanto em milho convencional e Bt. Quando se comparou
plantas convencionais com infestacdo multipla e Bt com infestacdo multipla, o acaro predador
N. californicus ndo teve preferéncia entre essas fontes de odores. Porém, ocorreram
modificacbes quimicas dos volateis dentre os grupos de plantas estudadas. Desta forma,
conclui-se que os grupos de plantas em estudo possuem modificagbes quimicas, porém as
mesmas ndo sdo capazes de atrair o N. californicus. Além disso, plantas Bt respondem
igualmente como as plantas convencionais na atratividade do N. californicus. O conhecimento
do desempenho do acaro predador N. californicus frente aos odores liberados pelas plantas de
milho, mostram que o &caro predador ndo € capaz de identificar a presa por odores de longa
distancia.

Palavras-chave: Defesa induzida indireta. Neoseiulus californicus. Tetranychus urticae.
Interacdo de defesas plantas.
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PREFERENCE OF Neoseiulus californicus (ACARI: PHYTOSEIIDAE) BY
VOLATILES OF CONVENTIONAL AND Bt MAYZE INDUCED BY SIMPLE AND
MULTIPLE HERBIVORIA

GENERAL ABSTRACT - The plants have mechanisms of defenses against herbivores. Direct
and indirect induced defenses are triggered by the elicitation of herbivorous attack. Another
type of defense is constitutive that is expressed continuously in the plant. There may be
interaction between them. This study aimed to evaluate whether the attack of Tetranychus
urticae (Acari: Tetranychidae) or the multiple herbivory of T. urticae together with Spodoptera
frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) is able to elicit indirect induced defense in conventional
and Bt maize plants. The experiment was carried out in the laboratory with the aid of the Y-
olfactometer, thus evaluating the olfactory preference of the predatory mite Neoseiulus
californicus (Acari: Phytoseiidae). The treatments were: Conventional Plant Clean X
Conventional Plant Infested with two-spotted spider mite; Plant Bt clean X Plant Bt Infested
with two-spotted spider mite; Conventional Plant Infested with two-spotted spider mite X Plant
Bt Infested with two-spotted spider mite; Conventional Plant Infested with two-spotted spider
mite X Conventional Plant Infested with two-spotted spider mite + fall armyworm; Bt Plant
Infested with two-spotted spider mite X Bt Plant Infested with two-spotted spider mite + fall
armyworm; Conventional Plant Infested with two-spotted spider mite + fall armyworm X Plant
Bt Infested with two-spotted spider mite + fall armyworm. The extraction of volatile
compounds was by solid phase microextraction in the headspace mode. For the chemical
analysis was applied Trace GC Ultra gas chromatograph coupled to a Polaris Q mass
spectrometer, GC-MS system. The predatory mite was not able to distinguish between the odors
of clean and infested plants by two-spotted spider mite, this occurred in conventional and Bt
maize. N. californicus also did not differ between the volatiles of conventional and Bt maize
plants infested by two-spotted spider mite. There was also no discrimination of the predator
mite between plants under single and multiple infestation, both in conventional and Bt maize.
When comparing conventional plants with multiple infestation and Bt with multiple infestation,
the predator mite N. californicus exhibited no preference among these sources of odors.
However, occurred chemical changes of the volatiles among the groups of plants studied. Thus,
it is concluded that the groups of plants studied have chemical modifications, but they are not
able to attract N. californicus. In addition, Bt plants also respond as conventional plants to the
attractiveness of N. californicus. The knowledge of the performance of the predator mite N.
californicus against the odors released by maize plants shows that the predatory mite is not able
to identify prey by long-distance odors.

Keywords: Indirect Induced Defense. Neoseiulus californicus. Tetranychus urticae. Interaction
of plant defenses.
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INTRODUCAO GERAL

As plantas desenvolveram uma diversidade de mecanismos de defesa contra condi¢fes
adversas, tais como o ataque de herbivoros (BERGELSON et al., 2001). Um mecanismo contra
herbivoros é a defesa induzida direta, que pode ser a producdo de metabdlitos secundarios
toxicos e proteinas de defesa, como inibidores de proteases, os quais afetam diretamente 0s
herbivoros (SCHOONHOVEN et al., 2006). Outro mecanismo de defesa é a defesa induzida
indireta, caracterizada pela producédo de volateis de plantas ap6s a herbivoria que sdo capazes
de atrair inimigos naturais dos herbivoros (ARIMURA et al., 2005; SCHALLER, 2008).

Além de defesas induzidas, as plantas possuem defesas constitutivas que sdo expressas
continuamente e independentes do ataque dos herbivoros (PRICE et al., 1980). Estruturas como
tricomas, espinhos e a producdo e metabdlicos toxicos sdo exemplos de defesa constitutiva
(ARIMURA et al., 2005). Outro exemplo sdo as plantas Bt, pois expressam continuamente a
proteina de defesa. O milho 30F35 Hx (iso-hibrido do milho 30F35) expressa a proteina CrylF
que confere resisténcia aos lepidopteros. Porém, ndo sé os herbivoros alvos ficam expostos a
toxinas, os herbivoros ndo-alvos e seus inimigos naturais consequentemente ficam expostos
também (TORRES e RUBERSON, 2008). Embora a utilizacdo de plantas geneticamente
modificadas apresente algumas vantagens (KOUSER e QAIM, 2011), tém-se desconsiderado
0 papel que essas plantas possam exercer sobre o comportamento de forrageamento de inimigos
naturais (POPPY e SUTHERLAND, 2004). Assim, é importante conhecer qual influéncia das
proteinas de plantas Bt sobre organismos ndo-alvo.

Além disso, o cultivo de plantas Bt promove uma diminuicdo do uso de inseticidas
(CATTANEO et al., 2006). Com isso, espécies de pragas que ndo sdo alvo e ndo possuem
importancia econdbmica, como Tetranychus urticae Koch (Acari: Tetranychidae) em milho,
pode se tornar mais importantes por conseguirem aumentar sua populacdo em decorréncia da
menor utilizacdo de inseticidas aplicados em pragas-alvo, que agora sé@o controladas pela
tecnologia Bt. Portanto é importante saber se plantas de milho com tecnologia Bt sdo capazes
de liberar volateis para atrair os inimigos naturais do acaro-rajado. Esse questionamento é
realizado pois, a defesa induzida indireta tem custos para as plantas (STEPPUHN e BALDWIN,
2008). Para a planta acionar essa defesa precisa alocar recursos fisioldgicos e ecoldgicos, isso
pode afetar processos relevantes da planta, como crescimento e reprodugdo (STEPPUHN e
BALDWIN, 2008).



Um segundo questionamento diz respeito da interacdo de diferentes tipos defesas de
plantas (PRICE et al., 1980; KANT et al., 2015). Um exemplo € a interacdo de defesa
constitutiva e defesa induzida indireta. Estudos demonstram diferencas significativas nas
quantidades dos volateis emitidos entre plantas de milho Bt e ndo Bt (TURLINGS et al., 2005;
DEAN e DE MORAES, 2006). Isso mostra que as plantas com defesas constitutivas (Bt) podem
alterar a producdo de volateis e, consequentemente, a atracdo dos inimigos naturais (i.e. defesa
induzida indireta). Desmostrando assim, uma interacdo entre essas defesas. Pois, a quantidade
e a composicdo dos volateis emitidos podem influenciar o forrageamento do inimigo natural
(SHIMODA, 2010).

Turlings et al. (2005) observaram na cultura do milho que os parasitoides Cotesia
marginiventris Cresson e Microplitis rufiventris Kokujev (Hymenoptera: Braconidae), nao
conseguiram distinguir entre os odores de planta de milho Bt (N4640Bt) e convencional
(N4640), quando induzidas por regurgito de Spodoptera littoralis Boisduval (Lepidoptera:
Noctuidae). Isto indica que o milho Bt ndo afeta o forragemento daqueles parasitoides. Porém,
ndo ha até o momento estudos sobre a emissdo de volateis e a interacdo das defesas, apds a
herbivoria de acaro fitdgafos em milho convencional e Bt.

Além disso, outro fator que pode alterar a defesa induzida sdo os ataques multiplos de
espécies de herbivoros, afetando a preferéncia e desempenho dos herbivoros e seus inimigos
naturais (DICKE et al., 2009). Naturalmente, as plantas ndo estdo expostas a um Unico
herbivoro. O ataque de multiplos herbivoros pode alterar a emissdo de compostos, tanto
positivamente como negativamente na atratividade dos inimigos naturais (RODRIGUEZ-
SAONA et al., 2005; ZHANG et al., 2009 ).

Estudos em plantas de feijio demonstram esta variagdo na producdo de compostos
volateis, por ataque multiplo, e consequentemente na atratividade dos inimigos naturais (BOER
et al.,, 2008; ZHANG et al., 2009). Um exemplo, é que as plantas de feijdo infestadas por
multiplos herbivoros (T. urticae + Spodoptera exigua) liberaram compostos volateis mais
atrativos ao acaro predador Phytoseiulus persimilis Banks (Acari: Phytoseiidae), do que 0s
compostos volateis induzidos por cada herbivoro separadamente (BOER et al., 2008). Porém,
P. persimilis ndo foi mais atraido por volateis liberados de plantas de feijdo infestadas
simultaneamente por &caro-rajado e mosca-branca Bemisia tabaci Gennadius (Hemiptera:
Aleyrodidae), do que os volateis liberados apenas por acaro-rajado (ZHANG et al., 2009).
Portanto, a herbivoria mdltipla deve ser estudada em diferentes plantas e com diferentes



herbivoros, para compreensdo da interacao na producgdo de compostos volateis e como isso atua
na atracdo dos inimigos naturais.

A diferenciacdo na producédo de compostos volateis, por ataque multiplos de herbivoros,
esta relacionada com o acionamento das principais rotas metabdlicas de defesa de plantas, a
rota do &cido jasmdnico (AJ) e do acido salicilico (AS) (VOS et al., 2005). A producao de Al
ocorre inicialmente nos plastidios das células do tecido atacado (ACOSTA e FARMER, 2010),
apos o reconhecimento por dano ao tecido, pelos herbivoros mastigadores (SCHALLER, 2008).
Além deste reconhecimento, a presenca de elicitores presentes na saliva do herbivoro pode
acionar a sintese de AJ (ALBORN et al., 1997). O AJ é sintetizado a partir do seu precursor
acido a-linolénico através da via octadecandide. Ja a sintese de AS estd correlacionada a
herbivoros picadores-sugadores (THALER et al., 2002). Sua sintese € através da via do
Shikimato/Arogenato a partir da eritrose 4-fosfato e do fosfoenolpiruvato. Inicialmente a
fenilalanina é formada e depois € convertida em transcinamato, através da acdo da enzima
fenilalanina aménia liase (PAL). O transcinamato é transformado em &cido benzoico que se
converte em AA, ap0s a acdo da enzima &cido benzdico 2-hidroxilase. (RYALS et al., 1996).

Como as plantas estdo expostas a ataques multiplos de herbivoros (DICKE et al., 2009;
OLIVEIRA et al., 2016; PONZIO et al., 2016), a inducéo de defesa indireta pode ser afetada,
pois as rotas do AJ e AS podem ter relacfes antagdnicas ou sinérgicas (THALER et al., 2002,
2012; RODRIGUEZ-SAONA et al., 2005). E importante responder se as plantas de milho
convencional e Bt, com infestacdo multipla (e.g. acaro-rajado e lagarta-do-cartucho) respondem
igualmente na atracdo dos inimigos naturais do acaro-rajado.

Entre os inimigos naturais de acaros-rajado, destacam-se por serem eficazes no controle
biolégico os acaros predadores da familia Phytoseiidae (MCMURTRY e CROFT, 1997).
Algumas das principais espécies desta familia, utilizadas para o controle de &caro-rajado, sdo 0
acaro predador especialista tipo | Phytoseiulus macropilis Banks (Acari:Phytoseiidae) e o 4caro
predador seletivo tipo Il Neoseiulus californicus McGregor (Acari: Phytoseiidae)
(MCMURTRY e CROFT, 1997).

Esta dissertacao foi realizada com objetivo de avaliar, no Capitulo I, se plantas de milho
convencional e Bt apds a herbivoria de T. urticae induzem a producdo de compostos volateis
atrativos ao N. californicus. Testou-se a hipdtese nula (HO) de que plantas de milho
convencional e Bt ndo sdo capazes de produzir volateis atrativos ao N. californicus quando
infestadas por &caro-rajado. Foi investigado também se plantas de milho convencional e Bt,

infestados com &caro-rajado, sdo igualmente capazes de atrair o N. californicus. Para isto testou-
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se a hipétese nula (HO) de que plantas de milho Bt foram igualmente capazes de induzir defesas
indiretas a T. urticae apds o ataque, como as plantas de milho convencional.

No Capitulo 11, o objetivo foi avaliar se plantas de milho convencional e Bt induzidos
por herbivoria simples (&caro-rajado) e mdaltiplas (&caro-rajado + lagarta-do-cartucho),
produzem compostos volateis atrativos ao N. californicus. Para isto, foi testada a hipotese nula
(HO) de que plantas de milho convencional e Bt, infestadas apenas por &caro-rajado e acaro-
rajado simultaneamente com a lagarta-do-cartucho, ndao sdo capazes de produzir volateis
atrativos ao N. californicus. Também foi investigado se transgenia de plantas de milho Bt pode
interferir na capacidade de inducdo de defesa induzida indireta com infestacfes multiplas de
acaro-rajado e lagarta-do-cartucho. Testou-se a hipdtese nula (HO) de que plantas de milho Bt
seriam igualmente capazes de induzir defesas indiretas ao acaro-rajado com a lagarta-do-

cartucho apds o ataque simultaneo, como as plantas de milho convencional.
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ARTIGO 1

VOLATEIS DE MILHO CONVENCIONAL E Bt INDUZIDOS POR ACARO-
RAJADO SAO CAPAZES DE ATRAIR Neoseiulus californicus?

Artigo escrito conforme as normas do periédico Experimental and Applied Acarology

Resumo As plantas possuem mecanismos de defesas constitutivas e induzidas contra o ataque
de herbivoros. Sabe-se que expressao de tais defesas pode interagir. Assim, este estudo teve
como objetivo avaliar se Tetranychus urticae (Acari: Tetranychidae) é capaz de elicitar defesa
induzida indireta em plantas (=volateis induzidos) de milho convencional e Bt (=defesa
constitutiva). O experimento foi realizado em laboratério com auxilio do olfatbmetro em Y,
avaliando a preferéncia olfativa do 4acaro predador Neoseiulus californicus (Acari:
Phytoseiidae). O experimento constituiu-se de trés tratamentos: Planta Convencional limpa X
Planta Convencional Infestada com T. urticae; Planta Bt limpa X Planta Bt Infestada com T.
urticae e Planta Convencional Infestada com T. urticae X Planta Bt Infestada com T. urticae.
Para a extracdo dos compostos volateis de plantas utilizou-se a microextracdo em fase sélida
no modo headspace. Para as analises quimicas foi empregado o cromatégrafo a gasTrace GC
Ultra, acoplado a espectrometro de massas Polaris Q, sistema GC-MS. N&o houve
discriminacdo pelo &caro predador por volateis de plantas de milho limpas e infestadas, tanto
em convencionais como em Bt. Neoseiulus californicus também néo foi capaz de distinguir
entre os volateis de plantas de milho convencional e Bt infestadas. Houve diferenca quimica
entre plantas limpas e infestadas. Desta forma, conclui-se que os grupos de plantas em estudo
possuem modificacdes quimicas, porém ndo sdo capazes de atrair o N. californicus. 1sso
potencializa a chance de T. urticae alcancar o status de praga em milho pelo fato de haver menor
chance de encontro entre o inimigo natural e a presa.

Palavras-chave: Defesa induzida indireta, Tetranychus urticae, Acaro predador, Interacio de

defesas plantas



ARE VOLATILES OF CONVENTIONAL AND Bt MAIZE INDUCED BY TWO-
SPOTTED SPIDER MITE ABLE TO ATTRACT THE PREDATORY MITE
Neoseiulus californicus?

Abstract Plants have constitutive and induced defense mechanisms against the attack of
herbivores. It is known that expression of such defenses may interact. Thus, this study aimed
to evaluate if the Tetranychus urticae (Acari: Tetranychidae) is able to elicit indirect induced
defense (= induced volatile ) in conventional and Bt (= constitutive defense) maize plants. The
experiment was performed in a laboratory using the Y-tube olfactometer, assessing the predator
mite Neoseiulus californicus (Acari: Phytoseiidae) olfactory preference. The experiment
consisted of three treatments: Clean Conventional Plant X Conventional Plant Infested with T.
urticae; Clean Bt Plant X Bt Plant Infested with T. urticae and Conventional Plant Infested with
T. urticae X Bt Plant Infested with T. urticae. The solid phase microextraction in headspace
mode was used for the extraction of the volatile compounds of plants. For the chemical analyzes
the Trace GC Ultra gas chromatograph was used, paired with the Polaris Q mass spectrometer,
GC-MS system. There was no discrimination by the predatory mite for volatiles of clean and
infested maize plants, either conventional or Bt. N. californicus was also unable to distinguish
between volatiles from conventional and infested Bt maize plants. There was a chemical
difference between clean and infested plants. Thus groups of plants under study had chemical
modifications, however they were not able to attract N. californicus. This potentiates the chance
of T. urticae to reach pest status in maize because there is less chance of contact between the
natural enemy and prey.

Keywords: Indirect Induced Defense; Tetranychus urticae; Predator mite; Interaction of plant
defenses



Introducgéo

As plantas podem sofrer estresses bidticos como ataque de patdgenos e insetos (Taiz
and Zeiger 2008). Ao longo do tempo, as plantas evoluiram para se protegerem de tais estresses,
desenvolvendo mecanismos de defesa (Schaller 2008; Taiz and Zeiger 2008). Quanto a
herbivora de insetos, as plantas desenvolveram mecanismos de defesas constitutivas e induzidas
(Schaller 2008).

Defesas constitutivas sdo expressas continuamente pela planta e sdo formadas por
barreiras fisicas ou quimicas (Mello and Silva Filho 2002). Por exemplo, tricomas, espinhos,
depositos cuticulares e epiderme espessada caracterizam barreiras fisicas as quais dificultam a
locomocéo e alimentacdo dos herbivoros (Arimura et al. 2005). Os metabdlicos toxicos séo
exemplos de barreiras quimicas que podem atuar na reducdo da palatabilidade (Arimura et al.
2005). As plantas geneticamente modificadas com genes provenientes da bactéria Bacillus
thuringiensis (Bt), sdo consideradas exemplos de defesas constitutivas, pois sua resisténcia é
expressa de maneira continua deixando assim os herbivoros alvo, ndo-alvos e seus inimigos
naturais expostos a toxina (Prokopy 1994; Torres and Ruberson 2008; Paulo et al. 2017a).

O mecanismo de defesa induzida é dividido em direta e indireta. A defesa induzida
direta afeta negativamente a fisiologia ou comportamento do herbivoro, por exemplo, pela
producdo de proteinas de defesa ou de metabolitos secundarios téxicos (Roda and Baldwin
2003; Schoonhoven et al. 2006; Paulo et al. 2017b). Enquanto a emissédo de uma mistura de
volateis que sdo capazes de atrair uma grande variedade de inimigos naturais dos herbivoros
caracterizam a defesa indireta da planta (Turlings and Wéckers 2004; Schaller 2008).

As plantas para se defenderem dos herbivoros tém custos, os quais podem ser
fisioldgicos, ecoldgicos e evolutivos (Steppuhn and Baldwin 2008). Por isso, quando as plantas
utilizam de algum mecanismo de defesa, a mesma pode afetar suas atividades vitais, como seu
crescimento vegetativo e reprodutivo (Steppuhn and Baldwin 2008). Isso evidéncia que as
plantas podem n&o usar desses mecanismos de defesas em toda situacdo de ataque de pragas.
Uma hipotese é que quando as plantas ja possuem alguma defesa constitutiva ou ainda estéo
em situacdo de ataque de praga secundaria podem descolar ou ndo recursos para sua defesa.
Além disso, outra hipdtese € que o alocamento de recursos para um tipo de defesa pode alterar
outro tipo de defesa. Estudos comprovam que mecanismos de defesas constitutivas podem
ocasionar interferéncias sobre os mecanismos de defesas induzidas (Price et al. 1980; Kant et
al. 2015). Isto possivelmente ocorre por “trade-off”” onde a planta precisa fazer um balango de
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como dividir seus recursos. Toda vez que um organismo destina recursos a um fim, esse recurso
fica indisponivel para outro fim (Thaler et al. 1999).

Uma fonte de investigacdo sobre interacdo de defesa constitutiva e induzida é o estudo
de milho geneticamente modificado com o gene Bt (Bacillus thuringiensis) infestado com uma
praga de importdncia secundaria, como o &caro-rajado Tetranychus urticae (Acari:
Tetranychidae) que esta presente na cultura do milho mas ndo ha relatos na literatura de status
de praga na cultura (Fadini et al. 2010).

Neste trabalho, investigou-se se plantas de milho convencional e Bt atacados pelo T.
urticae emitem compostos volateis atrativos ao Neoseiulus californicus (Acari: Phytoseiidae).
Testou-se a hipdtese nula (HO) de que plantas de milho convencional e Bt, infestadas por acaro-
rajado ndo s&o capazes de produzir volateis atrativos ao N. californicus. Também investigou se
a transgenia de plantas de milho Bt pode interferir na indugdo de defesa indireta ao &caro T.
urticae. Testou-se entdo a hipotese nula (HO) de que plantas de milho Bt respondem igualmente

as convencionais na infestacdo por T. urticae, quanto a defesa induzida indireta.

Material e Métodos

Os experimentos foram conduzidos, na casa-de-vegetacdo e nos laboratorios de
Entomologia e de Quimica da Universidade Federal de Sdo Jodo Del Rei (UFSJ), Sete Lagoas,
Minas Gerais, Brasil.

Criacgdes de acaro-rajado e acaro predador

Foram coletadas folhas de sorgo infestadas por T. urticae em casa-de-vegetacdo da
Embrapa Milho e Sorgo e levadas para o Laboratdrio. Para o estabelecimento da criagdo, caros
adultos foram coletados individualmente com auxilio de microscopio estereoscopio e pincel de
pelos de Marta e transferidos para plantas de feijao-de-porco (Canavalia ensiformis) com duas
folhas cotileddneas completamente expandidas e sem tratamento fitossanitario.

As plantas de feijdo utilizadas foram plantadas em vasos plésticos, com volume de 1,0
I, utilizando substrato Terral Solo® plantas infestadas foram mantidas isoladas em gaiolas
teladas, a fim de evitar a entrada de outros herbivoros. A irrigacdo foi feita sempre que
necessario. Plantas limpas de feijao-de-porco foram adicionadas a criacdo quando necessarias.
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O acaro predador utilizado nos experimentos foi o N. californicus e foi adquirido na empresa

Koppert.

Cultivo de plantas de milho

As sementes de milho utilizadas para o plantio foram as do hibrido comercial Pioneer®
30F35 (=milho convencional) e do hibrido comercial Pioneer® 30F35 Hx (=milho Bt). Duas
sementes foram semeadas em vasos plasticos com volume de 1,0 |, utilizando-se substrato
Terral Solo® e mantidas em casa-de-vegetacdo. Apds 15 dias da semeadura, foi realizado o
desbaste e a adubacdo com 0,2 gramas de sulfato de amdnio por vaso. As plantas de milho
foram divididas em dois grupos: plantas limpas, plantas infestadas com &caro-rajado. Para a
infestacdo do acaro-rajado, 20 dias apds a semeadura, 10 fémeas foram isoladas em uma folha,
com auxilio de cola entomolégica. A cola foi aplicada na base da folha, ndo permitindo que as

fémeas se deslocassem para o restante da planta.

Anélise quimica da inducé&o de defesa indireta

Folhas foram retiradas de plantas convencional e Bt. Foi definido seis grupos de plantas:
limpas, com 1, 2, 3, 4 e 5 dias p6s infestacdo. A analise quimica foi realizada utilizando a
microextracdo em fase sélida (SPME) no modo headspace e 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 (Garcia
et al. 2016). A analise quimica constituiu-se de uma amostra de 0,250 g de folhas ndo infestadas
de cada planta. As amostras foram transferidas para um frasco de headspace de 25 mL e
maceradas com auxilio de um bastéo de vidro. Os frascos foram lacrados com lacre de aluminio
e septo de borracha e mantidos no congelador a -18 °C até a analise. Cada amostra foi aquecida
por 5 minutos a 65 °C antes da exposicdo da fibra de microextracdo em fase sélida (SPME).
Apobs esse periodo de aquecimento, a fibra semipolar Polidimetilsiloxano/Divinilbenzeno
(PDMS/DVB) de 65 um foi exposta a fase gasosa acima da folha macerada de milho, a 65 °C
por 20 minutos. Em seguida, a fibra foi deixada inserida no injetor do cromatégrafo a 200 °C,
por 5 minutos, para dessor¢do dos volateis coletados.

As condicdes para o cromatdgrafo a gas sdo temperatura do injetor, 200 °C; injecdo em
modo splitless; splitless time, 5 minutos; temperatura da fonte de ions, 200 °C; temperatura da
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interface, 275 °C; aquecimento com temperatura programada (40 °C por 2 minutos, em seguida,
um gradiente de 8 °C/min até 100 °C, temperatura na qual manteve-se a isoterma por 2 minutos
e depois 15 °C/min até 180 °C, temperatura na qual manteve-se a isoterma por 2 minutos, e por
fim um gradiente de 15 °C/min até 245 °C, temperatura na qual manteve-se a isoterma por 3
minutos). O detector foi mantido no modo de varredura (fullscan, de 30 a 300), utilizando a
técnica de ionizacdo por impacto de elétrons (EI), com energia de 70 eV. A coluna
cromatogréfica 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
um de espessura de filme (AgilentTechonolgies INC, Alemanha), especifica para analise por
espectrometria de massas. A pré-identificacdo dos compostos foi realizada comparando os
espectros de massas presentes nas bibliotecas NIST/EPA/NIH (2005). Apés a analise foi
definido o dia de inducéo de volateis e esse dia foi utilizado nos testes de olfatbmetro.

Teste de olfatdmetro

Plantas com 48 h apds infestacdo foram utilizadas para a realizacdo dos testes em
olfatbmetro em Y, sendo os tratamentos: Planta Convencional limpa X Planta Convencional
Infestada com T. urticae; Planta Bt limpa X Planta Bt Infestada com T. urticae; Planta
Convencional Infestada com T. urticae X Planta Bt Infestada com T. urticae. Cada tratamento
constituiu-se de trés repeticdes verdadeiras (i.e. fonte de odores) e de cada repeticdo obteve-se
15 respostas de acaros predadores, totalizando 45 liberaces de predadores por tratamento.

Um olfatbmetro em tubo Y foi utilizado para estudar a resposta de N. californicus. O
tubo de vidro na forma de um Y (com as dimensdes de 21,0 cm de comprimento de cada brago
e 3,5 cm de didmetro) possuia um fio de metal em forma de Y no meio para facilitar o
deslocamento dos acaros. Os recipientes constituidos por uma caixa de plastico foram ligados
a ambos os bragos do tubo. A base do tubo foi ligada a uma bomba de vacuo que direcionava o
fluxo dos recipientes para 0s bracos do tubo Y. Um fluxémetro foi conectado a saida de ar dos
recipientes e foi usado para calibrar a velocidade de entrada de ar em cada brago do olfatdmetro.
A velocidade do vento foi de 0,50 m/s em cada brago do tubo.

Os predadores foram introduzidos individualmente no ponto inicial no fio de ago e
observado até que atingisse 1/3 de um dos bracos, onde considerou-se a resposta do acaro. Os
predadores que ndo passaram 1/3 de qualquer dos bragos em 5 minutos foram considerados
“sem resposta”. A cada cinco respostas as posicoes das fontes de odores foram invertidas. Para
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analise quimica, foi sorteada uma repeticdo verdadeira, onde retirou-se uma amostra de 0,250
g de folha de cada planta. Estas foram analisadas do mesmo modo que a analise quimica da
inducdo de defesa indireta

Analises estatisticas

O delineamento estatistico foi o inteiramente casualizado, com 3 tratamentos e 3
repeticdes por tratamento.

Para os dados quimicos os valores de tempo de retencdo e intensidade dos picos foram
retirados do programa Xcalibur 1.4 da ThermoElectron Corporation. Realizou-se entdo a
selecdo dos picos, através de um corte de nove compostos de maior area em cada cromatograma.
A cada tempo de retencéo foi relacionado um composto, baseando-se nos espectros de massa e
nos indices de retengdo. Foi construida, uma tabela com as amostras nas linhas e 0s compostos
nas colunas e no interior da matriz foram colocadas as intensidades relativas dos picos, obtidos
na andlise cromatogréafica. Os dados foram analisados por analise dos componentes principais
PCA (Crawley 2013).

Os dados de comportamento de preferéncia do acaro predador em olfatémetro foram
submetidos a testes de qui-quadrado para dados categoricos (Crawley 2013). Utilizou-se o
programa R (R Development Core Team 2014) para a realizacdo das analises estatisticas e a
montagem dos gréficos.

Resultados

Teste de indugao

A anélise dos componentes principais (PCA) da composicdo de volateis em folhas de
milho limpa e infestada com acaro-rajado explicou 62 % da variacdo (Figura 1). Houve o
agrupamento das plantas convencional (3) e Bt (9) apenas com dois dias apés a infestacdo,
mostrando similaridade entre volateis de plantas neste dia (Figura 1).

Analisando as plantas convencionais, limpa e infestada com acaro-rajado por dois dias,
detectou-se diferenca entre as abundancias relativas de compostos (Tabela 1). Plantas limpas
apresentaram trés compostos diferentes das infestadas, sendo os tempos de retencao de: 17,23;
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18,81 e 20,34 minutos com abundancia relativa de 2,1 %. Ja as plantas infestadas produziram
exclusivamente os compostos nos tempos de retencédo de: 10,45; 13,84 e 15,41 minutos. Dentre
0S nove compostos de maior quantidade em cada amostra seis foram semelhantes entre elas.
Porém, trés compostos diminuiram de 1,6 a 2,6 % em plantas infestadas e quatro compostos
aumentaram nessas plantas com variacgéo de 1,1 a 4,9 % de abundancia relativa (Tabela 1).

As plantas de milho Bt, limpas e infestadas com acaro-rajado por dois dias, também
foram diferentes em comparacdo as abundancias relativas de compostos (Tabela 2).
Comparando os nove compostos de maior quantidade em cada amostra, oito compostos foram
semelhantes, sete diferem na abundancia relativa. Sendo que trés compostos diminuiram em
plantas infestadas com uma variacao de 0,2 a 7,1 % e quatro compostos aumentaram de 0,3 a
3,7 % nessas plantas. Nas plantas Bt limpas, o composto 10,46 minutos foi detectado apenas
nesse grupo de planta e teve abundancia relativa de 2,1 %. J& o composto 14,77 minutos foi
detectado apenas em plantas Bt infestadas com abundancia relativa de 2,1 % (Tabela 2).

Padronizou-se entdo o segundo dia apds a infestacdo para os testes de olfatometria, pelo
fato da PCA mostrar similaridade entre plantas de milho convencional e Bt neste dia (Figura
1). A andlise descritiva dos dados detectou diferencas quimicas dessas plantas infestadas
comparando com as plantas limpas (Tabela 1 e Tabela 2).

Preferéncia olfativa de N. californicus

Os acaros predadores ndo discriminaram entre odores de plantas de milho ndo infestadas
e plantas de milho infestadas, tanto em plantas convencionais e Bt. O N. californicus tambem
ndo foi capaz de diferenciar entre os odores de plantas de milho convencional infestadas e
plantas de milho Bt infestadas (Figura 2).

Parametros quimicos

Para a analise do perfil de volateis de folha de milho foram selecionados os 9 compostos
de maior quantidade em cada amostra, totalizando 15 compostos volateis, sendo que 11 foram
identificados (Figura 3).

Os compostos (E)-Hex-2-enal, Heptanal, (E)-Oct-2-enal, a-pineno, f-cisocimeno, /-
Ciclocitral, p-ionona e Ciclosativena foram compativeis com os encontrados na literatura
(Udayagiri and Jones 1992; Ngi-Song et al. 2000; Rubio et al. 2008; Mandour et al. 2011,

15



Xavier et al. 2011; Dias et al. 2016; Lange et al. 2016; Pinto-Zevallos et al. 2016). J& 0s
compostos 1-metil-6-(3-metilbuta-1,3-dienil)-7-oxabiciclo[4,1,0]heptano, (E)-7-tetradecen-1-
ol e etiléster do &cido linolénico ainda ndo haviam sido relatados em folhas de milho em estudos
anteriores. Dentre os 11 compostos identificados, 4 pertencem ao grupo dos terpendides (3
monoterpenos e 1 sesquiterpeno), 3 aldeidos, 1 éter, 1 cetona, 1 alcool e 1 éster.

A analise dos componentes principais da composicdo de volateis em folhas de milho
convencional e Bt, limpa e infestada com &caro-rajado explicou 92.8 % da variagdo (Figura 4).
O componente principal 1 separou as plantas Bt limpas das demais. Ja 0 componente principal
2 separou as plantas Bt infestadas do restante. As plantas convencionais limpas e infestadas
ficaram proximas pela semelhanca de dois compostos: 1-metil-6-(3-metilbuta-1,3-dienil)-7-
oxabiciclo[4,1,0]heptano e um ndo identificado C13. J& os volateis ciclosativena e 0s néo
identificados C8 e C9 afastaram a planta Bt limpa das demais. O distanciamento da planta Bt
infestada das demais se deu pelos compostos (E)-Oct-2-enal e a-pineno.

Discussao

O teste de indu¢do mostrou que plantas de milho limpas eram diferentes quimicamente
de plantas infestadas com éacaro-rajado. Entéo, era esperado que plantas de milho infestadas
com T. urticae seriam capazes de atrair o &caro predador, tanto em plantas de milho
convencional e Bt. Porém, a nossa hipotese ndo foi confirmada. Ou seja, &caro predador N.
californicus ndo diferiu entre odores de plantas de milho (convencional e Bt) limpas e
infestadas. A segunda hipdtese também ndo foi confirmada, onde o &caro predador nédo
distinguiu entre odores de plantas convencionais infestadas e plantas Bt infestadas

Estudos demostram que plantas infestadas por acaro-rajado produzem volateis capazes
de atrair inimigos naturais. Um exemplo foi a atracdo do &caro predador N. californicus por
plantas de feijdo infestadas por acaro-rajado (Shimoda et al. 2005). Isso mostra que um mesmo
herbivoro pode ou ndo acionar defesas em diferentes plantas. Além disso, Gardiner et al. (2005)
estudando plantas de lGpulo Humulus lupulus Lineu (Rosales: Cannabaceae) infestadas por
acaro-rajado versus plantas limpas, comprovaram que na mesma planta pode ocorrer
diferenciacdo na preferéncia de predadores distintos. Onde o &caro predador Neoseiulus fallacis
(Acari: Phytoseiidae) foi atraido por plantas infestadas, mas o acaro predador Galendromus
occidentalis (Acari: Phytoseiidae) ndo foi. I1sso possibilita novas pesquisas no forrageamento
de outros inimigos naturais por plantas de milho infestadas por &caro-rajado.
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Outro fator que esta diretamente correlacionado com a inducdo de defesa indireta é a
cultivar (Dicke et al. 1990). Tahmasebi et al. (2014) estudaram quatro cultivares de feijao
infestados com acaro-rajado e observaram que apenas as cultivares Naz e G11867 foram
capazes de atrairem o 4acaro predador Phytoseiulus persimilis (Acari: Phytoseiidae).
Demostrando assim, uma variacdo na producdo de volateis dentro de uma mesma espécie de
planta. 1sso mostra que os estudos devem ser expandidos para varias cultivares.

A analise dos componentes principais da composi¢cdo de volateis em folhas de milho
mostrou uma diferenciacdo quimica dos grupos de planta em estudo. Porém, essa diferenca ndo
foi capaz de atrair o acaro predador. Os compostos detectados em plantas infestadas
convencionais foram: (E)-Hex-2-enal; heptanal; p-cisocimeno; S-Ciclocitral; 1-metil-6-(3-
metilbuta-1,3-dienil)-7-oxabiciclo[4,1,0]heptano; g-ionona; (E)-7-tetradecen-1-ol. J& em Bt
foram: (E)-Hex-2-enal; heptanal; (E)-Oct-2-enal; a-pineno; g-cisocimeno; S-Ciclocitral; f-
ionona; (E)-7-tetradecen-1-ol; Etiléster do acido linolénico. Esses resultados quimicos ndo séo
compativeis com os volateis induzidos por acaro-rajado em plantas de feijdo onde detectou os
seguintes compostos (E)-Hex-2-enal, (Z)-3-hexen-1-ol, (Z)-3-hexenil acetate, salicilato de
metila,  linalool, (Z)-p-ocimeno,  (Z2)-4,8-dimetil-1,3,7-nonatrieno, (E)-4,8-dimetil-1,3,7-
nonatrieno, S-cariofileno, (E,E)-4,8,12-trimetil-1,3,7,11-tridecatetraeno. O conjunto desses
compostos foi capaz de atrair o acaro predador N. californicus (Shimoda et al. 2005). Isso indica
que, mesmo que as plantas de milho tenham mudado quimicamente apds a infestacdo do acaro-
rajado, os volateis produzidos ndo sdo capazes de atrair o N. californicus. Essa mudanca
quimica permite novos estudos com diferentes predadores, pois 0s volateis produzidos podem
ser atrativos a outros inimigos naturais.

Além dos volateis ja citados na literatura em milho, no presente estudo 1-metil-6-(3-
metilbuta-1,3-dienil)-7-oxabiciclo[4,1,0]heptano, (E)-7-tetradecen-1-ol e etiléster do acido
linolénico foram identificados pela primeira vez em milho. Isso possivelmente ocorreu pelo
fato de ndo ter relatos na literatura de volateis do milho Pioneer 30F35 e 30F35 Hx. Degen et
al. (2004) comprovaram que dentre 31 variedades de milho ocorre uma diferenciacdo em
quantidade total de volateis e os perfis de volateis sdo altamente varidveis em cada genétipo.

As evidéncias deste estudo mostram uma diferenciacdo quimica nos grupos de plantas
estudadas. Contudo, as mesmas n&o sdo capazes de atrair o N. californicus. Tal fato potencializa
a chance de T. urticae alcancar o status de praga em milho por reduzir a chance de encontro
entre predador e presa.
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Figura 1: Analises de componentes principais (PCA) dos compostos volateis presentes nas folhas de milho
convencional (30F35) e Bt (30F35 Hx) limpas e com diferentes dias de infestagdo por Tetranychus urticae. (1)
planta convencional limpa; (2) convencional com 1 dia de infestagdo; (3) convencional com 2 dias de infestacéo;
(4) convencional com 3 dias de infestacdo; (5) convencional com 4 dias de infestacdo; (6) convencional com 5
dias de infestacdo; (7) planta Bt limpa; (8) Bt com 1 dia de infestagdo; (9) Bt com 2 dias de infestacdo; (10) Bt

com 3 dias de infestacdo; (11) Bt com 4 dias de infestacdo; (12) Bt com 5 dias de infestag&o.
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Tabela 1: Diferenca descritiva da porcentagem relativa da area compostos quimicos detectados via CG/MS em

plantas de milho convencional (30F35) limpas e com dois dias de infestacdo por caro-rajado Tetranychus urticae.

N Planta com 2 dia
Tempo de retencéo

. Planta limpa de infestacdo .
(rr(]:lgr)nzzsctzda (% relativa da area) (% relativa da Diferenca (%)
area)

3,23 22,8 20,2 2,5
6,07 4,4 1,8 2,6
10,45 2,3

13,84 2,3

14,61 3,7 4,8 -1,1
15,16 12,6 15,5 -2,9
15,41 1,8

17,23 2,1

17,33 2,0 6,9 -4,9
18,81 2,1

19,28 8,5 6,9 1,6
20,34 2,1

Tabela 2: Diferenca descritiva da porcentagem relativa da area compostos quimicos detectados via CG/MS em

plantas de milho Bt (30F35HXx) limpas e com dois dias de infestacdo por acaro-rajado Tetranychus urticae.

Planta com 2 dia

Tempo de retencdo  Planta limpa de infestacso

(rréigr)nde cada (% rglativa da (% relativa da Diferenca (%)

posto area) drea)
3,24 26,8 19,7 7,1
10,46 2,1
13,83 2,7 2,5 0,2
14,62 8,6 10,2 -1,6
14,77 2,1
14,94 2,0 2,3 -0,3
15,17 14,6 18,3 -3,7
15,42 3,8 3,3 0,4
17,34 3,7 6,8 -3,1
19,28 4,5 4,5 0,0
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Figura 2: Resposta de acaros predadores Neoseiulus californicus em olfatbmetro em Y. (A) Plantas de milho
convencional limpas X Plantas de milho convencional infestadas por Tetranychus urticae; (B) Plantas de milho
Bt limpas X Plantas de milho Bt infestadas por T. urticae; (C) Plantas de milho convencional infestadas por T.
urticae X Plantas de milho Bt infestadas por T. urticae. Cada barra representa um Gnico experimento replicado

envolvendo 15 libertacBes de acaros com resposta (teste do qui-quadrado).
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Figura 3: Cromatogramas dos perfis de compostos volateis extraidos de folhas milho convencional (30F35) e Bt
(30F35 Hx), limpas e infestadas por Tetranychus urticae. Os compostos pré-identificados foram: 1 = (E)-Hex-2-
enal; 2 = heptanal; 3 = (E)-Oct-2-enal; 4 = a-pineno; 5 = p-cisocimeno; 6 = g-Ciclocitral; 7 = 1-metil-6-(3-
metilbuta-1,3-dienil)-7-oxabiciclo[4,1,0]heptano; 8 = ndo identificado = C8; 9 = ndo identificado = C9; 10 = g-
ionona; 11 = Ciclosativena; 12 = (E)-7-tetradecen-1-ol; 13 = ndo identificado = C13; 14 = Etiléster do éacido

linolénico; 15 = nao identificado = C15.
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Figura 4: Analises dos componentes principais (PCA) dos compostos volateis presentes nas folhas de milho
convencionais (30F35) e Bt (30F35 Hx) limpas e infestadas por Tetranychus urticae por dois dias. (1) planta
convencional limpa; (2) planta Bt limpa; (3) planta convencional infestada; (4) planta Bt infestada. Os compostos
sdo: comp_1 = (E)-Hex-2-enal; comp_2 = heptanal; comp_3 = (E)-Oct-2-enal; comp_4 = a-pineno; comp_5 = j-
cisocimeno; comp_6 = p-Ciclocitral; comp_7 = 1-metil-6-(3-metilbuta-1,3-dienil)-7-oxabiciclo[4,1,0]heptano;
comp_8 =ndo identificado = C8; comp_9 =ndo identificado = C9; comp_10 = g-ionona; comp_11 = Ciclosativena;
comp_12 = (E)-7-tetradecen-1-ol; comp_13 = ndo identificado = C13; comp_14 = Etiléster do 4cido linolénico;

comp_15 = néo identificado = C15.
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ARTIGO 2

PREFERENCIA DO ACARO PREDADOR Neoseiulus californicus POR VOLATEIS
DE MILHO INFESTADO POR MULTIPLOS HERBIVOROS

Artigo escrito conforme as normas do periédico Pest Management Science
Resumo

CONHECIMENTO PREVIO: A defesa induzida indireta pode sofrer alteragdo por ataque
simultaneo de herbivoros diferentes. Além disso, a defesa induzida pode interagir com as
defesas constitutivas. Desta forma, este estudo teve como objetivo avaliar se o acaro-rajado
isolado ou em infestacdo multipla com a lagarta-do-cartucho, é capaz de elicitar defesa induzida
indireta em plantas de milho convencional e Bt. RESULTADOS: Né&o houve discriminagéo
pelo acaro predador por volateis de plantas de milho sob infestacdo simples e multipla, tanto
em convencionais como em Bt. O predador N. californicus também néo foi capaz de distinguir
entre os volateis de plantas de milho convencional e Bt sob infestacbes multiplas. Ocorreu
modificac®es quimicas entre plantas sob infestacdo simples e multipla. CONCLUSAO: Desta
forma, conclui-se que mesmo havendo diferencas quimicas, o predador N. californicus ndo foi
capaz de distinguir plantas com diferentes infestacdes. 1sso demostra que infestacfes multiplas
nao afetam o forrageamento do &caro predador.

Palavras-chave: lagarta-do-cartucho; &caro-rajado; defesa induzida indireta; interacdo de

defesas plantas
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PREFERENCE OF THE PREDATORY MITE Neoseiulus californicus BY
VOLATILES OF INFESTED MAYZE BY MULTIPLE HERBIASES

Abstract

BACKGROUND: Indirect induced defense may be altered by simultaneous attack of different
herbivores. In addition, induced defense can interact with the constitutive defenses. Thus, the
objective of this study was to evaluate whether the two-spotted spider mite (= A) alone or in
multiple infestation with the fall armyworm (= L) is able to elicit indirect induced defense in
conventional (= conv) and Bt (= Bt) maize plants. RESULTS: There was no discrimination by
the predatory mite by volatiles of maize plants under single and/or multiple infestation, both in
conventional and in Bt. The predator N. californicus was also unable to distinguish between the
volatiles of conventional and Bt mayze plants under multiple infestations. There were chemical
changes between plants under single and multiple infestations. CONCLUSION: In this way, it
was concluded that even if there were chemical differences, the predator N. californicus was
not able to distinguish the plants with different infestations. This demonstrates that multiple
infestations do not affect the foraging of the predatory mite.

Keywords: fall armyworm; two-spotted spider mite; indirect induced defense; interaction of
plant defenses
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1 INTRODUCAO

As plantas vivem em uma comunidade complexa que incluem herbivoros,
polinizadores, microorganismos e plantas vizinhas 2. Portanto, além de lidar com fatores
abidticos, é necessario conviver com fatores bidticos que podem resultar em interacGes
positivas ou negativas 3. A herbivoria é um fator bidtico em que a planta responde com vasta
gama de defesas induzidas *. Dentre essas, a defesa induzida indireta é a producdo de
compostos orgnaicos volateis que promovem a atragdo de inimigos naturais dos herbivoros +-°.

As plantas também possuem defesas constitutivas contra herbivoros que sdo expressas
de forma continua 1°. Essas podem ser barreiras fisicas (tricomas e espinhos entre outros) e
barreiras quimicas (metabdlicos secundarios) . Ou ainda podem ocorrer por interferéncia
humana como as plantas geneticamente modificas com genes provenientes da bactéria Bacillus
thuringiensis (Bt) 2. Estudos demostram que defesas constitutivas podem alterar defesas
induzidas 314,

O ataque simultdneo de herbivoros pode também alterar positivamente ou
negativamente a emissdo de compostos organicos volateis de outra espécie de herbivoro 77
Segundo Boer et al.’® os acaros predadores Phytoseiulus persimilis (Acarina: Phytoseiidae)
preferiram os compostos organicos volateis induzidos por mualtiplos herbivoros (Tetranychus
urticae Acari: Tetranychidae + Spodoptera exigua Lepidoptera: Noctuidae) do que os
compostos organicos volateis induzidos por cada herbivoro separadamente em plantas de
pepino e feijdo. No feijdo, verificou-se que a maioria dos compostos foi mais fortemente
induzida por herbivoria multipla do que pela soma de cada um dos herbivoros separadamente.
Os autores sugerem que o0s dois herbivoros que se alimentam juntos na mesma planta tém um
efeito aditivo sobre a emissdo volatil. Isso indica que, possivelmente, as vias biossintéticas
podem atuar como sinergistas. J& em pepino, na herbivoria maltipla, dois compostos volateis
foram menos induzidos do que a soma dos dois herbivoros separadamente, sugerindo que sua
indugdo foi suprimida pela alimentagéo simultdnea de T. urticae e S. exigua. Resta saber se esta
reducdo é causada por uma interacdo negativa entre as vias biossintéticas induzidas por cada
herbivoro, ou ocorreu uma reducédo na alimentacdo de uma ou ambas espécies herbivoras como
resultado da alimentagdo na mesma planta.

As rotas metabdlicas do &cido salicilico (AS) e do acido jasmdnico (AJ) possuem papéis
essenciais nas vias de defesa de plantas e na producdo de compostos organicos volateis
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induzidos por herbivoros °. Assim, estudos com ataques mutlipos de herbivoros sio
necessarios para entender como cada rota metabolica é acionada ou como podem interagir.
Neste trabalho, objetivou-se avaliar se volateis de milho convencional e Bt induzidos
herbivoria simples (acaro-rajado) e multiplas (acaro-rajado + lagarta-do-cartucho) foram
capazes de atrair o predador Neoseiulus californicus (Acari: Phytoseiidae). Testou-se a hipdtese
nula (HO) de que plantas de milho convencional e Bt, infestadas por acaro-rajado e acaro-rajado
+ lagarta-do-cartucho, ndao sdo capazes de produzir volateis atrativos ao N. californicus.
Também investigou-se se a transgenia de plantas de milho Bt pode interferir na capacidade de
inducdo de defesa induzida indireta com infestacBes multiplas de acaro-rajado T. urticae e
lagarta-do-cartucho Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae). Testando-se a hipotese
nula (HO) de que plantas de milho Bt seriam igualmente capazes de induzir defesas indiretas ao
acaro-rajado com a lagarta-do-cartucho ap6s o ataque simultaneo, como as plantas de milho

convencional.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Criac0es de acaro-rajado e acaro predador

Foram semeadas sementes de feijdo-de-porco (Canavalia ensiformis) em vasos
plasticos (6,3 I) com substrato Terral Solo® e mantidos em casa-de-vegetacdo da Universidade
Federal de Sdo Jodo Del Rei, Campus Sete Lagoas, MG. As plantas de feijdo, antes da
infestacdo, foram mantidas isoladas em gaiolas teladas, com o propoésito de evitar a entrada de
herbivoros. O solo nos vasos foi irrigado sempre que necessario. Para o estabelecimento da
criacdo, acaros foram obtidos nas dependéncias da Embrapa Milho e Sorgo em sorgo, Sete
Lagoas, MG. Foram identificados com auxilio do microscépio estereoscopio e transferidos para
plantas de feijdo que possuia duas folhas cotileddneas completamente expandidas, sem nenhum
tratamento fitossanitario. Para a manutencdo da criacdo plantas de feijao sem infestacdo com
duas folhas cotileddneas completamente expandidas foram adicionadas na criacdo sempre que
necessario. A empresa Koppert forneceu os acaros predadores N. californicus utilizados nesse
experimento através do produto SPICAL®.

2.2 Cultivo das plantas de milho
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As sementes de milho que foram utilizadas no experimento sdo hibrido comercial
Pioneer® 30F35 (milho convencional) e 30F35Hx (CrylF). Em vasos plasticos (1,0 I) de
volume com substrato Terral Solo® duas sementes de milho foram semeadas, 0s vasos
permaneceram em casa-de-vegetacdo. O desbaste e adubacdo com sulfato de aménio (0,2 g)
por vaso foram realizados apés 15 dias da semeadura. As plantas de milho foram divididas em
dois grupos sendo: plantas infestadas com &caro-rajado e plantas infestadas com &caro-rajado
+ lagarta-do-cartucho. Para o grupo de plantas infestadas com acaro-rajado, 20 dias ap06s a
semeadura, 10 fémeas foram isoladas em uma folha, com auxilio de cola entomoldgica. A cola
foi aplicada na base da folha, impedindo que as fémeas se deslocassem para o restante da planta.
Ja o grupo de plantas infestadas com acaro-rajado + lagarta-do-cartucho, além da infestacdo do
acaro-rajado que foi idéntica ao grupo anterior, uma lagarta de terceiro instar foi isolada com
“clip cage”. Isto foi realizado em uma folha diferente da infestacdo dos acaros-rajado, também
20 dias ap0s a semeadura.

2.3 Teste de olfatometria

Plantas com 48h apds infestacdo foram utilizadas para a realizacdo dos testes no
olfatbmetro em'Y, sendo os tratamentos: Planta Convencional Infestada com T. urticae X Planta
Convencional Infestada com T. urticae + S. frugiperda; Planta Bt Infestada com T. urticae X
Planta Bt Infestada com T. urticae + S. frugiperda; Planta Convencional Infestada com T.
urticae + S. frugiperda X Planta Bt Infestada com T. urticae + S. frugiperda. Cada tratamento
constituiu-se de trés repeticdes verdadeiras (i.e. fonte de odores) e de cada repeticdo obteve-se
15 respostas de acaros predadores.

Para estudar a resposta de N. californicus foi utilizado um olfatdmetro em tubo Y (com
as dimensdes de 21,0 cm de comprimento de cada braco e 3,5 cm de diametro). Para facilitar o
deslocamento dos acaros predadores no meio do tubo de vidro na forma de um Y possuia um
fio de metal também em forma de Y. Nos bragos do tubo foram ligados recipientes constituidos
por uma caixa de plastico. J& a base do tubo foi ligada a uma bomba de vacuo que direcionava
o fluxo dos recipientes para os bragos do tubo Y. Para calibrar a velocidade de entrada de ar em
cada brago do olfatdmetro um fluxdmetro foi conectado entre o recipiente e o brago do tubo. A
velocidade do vento em cada braco do tubo foi de 0,50 m/s.

Os predadores foram colocados individualmente no ponto inicial no fio de aco, foi
considerado que o acaro predador respondeu quando o mesmo atingisse 1/3 de um dos bracos.
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Ja se 0 &caro predador ndo ultrapassou 1/3 de qualquer dos bragos em 5 minutos foi considerado
sem resposta. As fontes de odores foram invertidas a cada cinco respostas. Para cada tratamento
foi observado 45 respostas do &caro preadaor.

2.4 Analise quimica dos volateis das plantas

A anélise quimica foi realizada utilizando a microextracdo em fase sélida (SPME) no
modo headspace e cromatdgrafo a gas Trace GC Ultra (Thermo Scientific, San Jose, CA)
acoplado a espectrometro de massas Polaris Q (Thermo Scientific, San Jose, CA), sistema GC-
MS, com um analisador do tipo ion-trap 2°. Para essa analise foi sorteada uma repeticio
verdadeira onde retirou-se uma amostra de folha (0,250 g) de cada planta, que foram
transferidas para um frasco de headspace (25 ml) e maceradas com auxilio de um bastdo de
vidro. Os frascos foram lacrados com lacre de aluminio e septo de borracha e acondicionados
no congelador a -18 ° C até a analise. Cada amostra antes da exposicdo da fibra de
microextracdo em fase sdlida (SPME) foi aquecida por 5 minutos a 65°C. Em seguida, acima
da folha macerda de milho, a fibra semipolar Polidimetilsiloxano/Divinilbenzeno
(PDMS/DVB) de 65 um foi exposta a fase gasosa, nos frascos de headspace, a uma temperatura
de 65° C por um periodo de 20 minutos. Apds a exposicao da fibra PDMS/DVB com a amostra
a mesma foi deixada inserida no injetor do cromatografo a 200° C, por 5 minutos, para
dessorc¢do dos volateis coletados.

As condicdes para o cromatdgrafo a gas sdo 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; aquecimento com temperatura programada (40° C por 2 minutos, em seguida,
um gradiente de 8° C/min até 100° C, temperatura na qual manteve-se a isoterma por 2 minutos
e depois 15° C/min até 180° C, temperatura na qual manteve-se a isoterma por 2 minutos, e por
fim um gradiente de 15° C/min até 245° C, temperatura na qual manteve-se a isoterma por 3
minutos). O detector foi mantido no modo de varredura (full scan, de 30 a 300), utilizando a
técnica de ionizacdo por impacto de elétrons (EI), com energia de 70 eV. A coluna
cromatogréfica utilizada foi a coluna capilar HP-5 MS (5% fenil e 95% metilpolisiloxano),
contendo as seguintes dimensdes: comprimento (30 m), diametro interno (0,25 mm) e espessura
de filme (0,25 um) (Agilent Techonolgies INC, Alemanha), especifica para analise por
espectrometria de massas. A identificagdo dos componentes foi realizada comparando 0s
espectros de massas presentes nas bibliotecas NIST/EPA/NIH (2005).
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2.5 Analises estatisticas

O delineamento estatistico foi o inteiramente casualizado, com 3 tratamentos e 3
repeticBes por tratamento. Para os dados quimicos os valores de tempo de retencdo e intensidade
dos picos foram retirados do programa Xcalibur 1.4 da Thermo Electron Corporation e
transferidos para o Microsoft Office Excel 2013. Onde realizou-se a sele¢cdo dos picos, através
de um corte de nove compostos de maior area em cada cromatograma. A cada tempo de retencédo
foi relacionado um composto, baseando-se nos espectros de massa e nos indices de retencéo.
Foi construida, uma tabela com as amostras nas linhas e 0s compostos nas colunas e no interior
da matriz foram colocadas as intensidades relativas dos picos, obtidos na analise
cromatografica. Os dados foram analisados por analise dos componentes principais PCA 2L, Os
dados de comportamento de preferéncia do acaro predador em olfatdmetro foram submetidos
ao teste de qui-quadrado para dados categoricos?. Utilizou-se o programa R (R Development
Core Team 2014) ?? para a realizagdo das analises estatisticas e a montagem dos graficos.

3 RESULTADOS

3.1 Preferéncia olfativa de N. californicus

N&o houve preferéncia dos acaros predadores N. californicus entre os volateis de plantas
de milho infestadas por T. urticae frente a infestacdo multipla de T. urticae + S. frugiperda,
tanto em plantas de milho convencionais quanto em plantas Bt. O mesmo ocorreu na preferéncia
de volateis de plantas de milho convencional e Bt sobre infestacdo multipla (4caro+lagarta)
(Figura 1).

3.2 Parametros quimicos
Foram selecionados 0os nove compostos de maior quantidade em cada amostra para a
analise do perfil de volateis. Totalizando em 13 compostos nos quatro grupos de plantas, sendo

que 10 foram pré-identificados sendo, 3 monoterpenos, 3 aldeidos, 1 éter, 1 cetona, 1 alcool e
1 éster (Figura 2).
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Dentre os 10 compostos, os (E)-Hex-2-enal, Heptanal, (E)-Oct-2-enal, a-pineno, S-
cisocimeno, g-Ciclocitral e s-ionona ja foram descritos em plantas de milho na literatura-2°,
Porém, os compostos 1-metil-6-(3-metilbuta-1,3-dienil)-7-oxabiciclo[4,1,0]heptano, (E)-7-
tetradecen-1-ol e etiléster do acido linolénico foram identificados pela primeira vez em plantas
de milho.

A anélise dos componentes principais (PCA) da composicdo de volateis em folhas de
milho convencional e Bt, com infestacdo simples e mdltipla, explicou 80,1% da variacéo
(Figura 3). O componente principal 1 separou as plantas convencionais com infestagéo simples
e Bt com infestacdo multipla das demais. J& o componente principal 2 separou as plantas
convencionais das plantas Bt. As plantas convencionais com infestagdo simples se distanciaram
das demais pela presenca do composto néo identificado C11. Diferentemente, as plantas Bt com
infestacdo simples afastaram-se das demais pelos compostos (E)-Oct-2-enale (E)-7-tetradecen-
1-ol. O distanciamento das plantas convencionais com infestagdo multipla das demais deu-se
pelo composto heptanal. J& o volatil ndo identificado C9 afastou a planta Bt com infestacéo
multipla das demais.

4 DISCUSSAO

O acaro predador N. californicus ndo apresentou preferéncia entre volateis de plantas de
milho (convencional e Bt) com infestacGes simples e multipla. Isto indica que a hipétese da
herbivoria mdltipla mudar a atratividade do predador, ndo foi aceita. A segunda hipétese
também ndo foi confirmada, onde o &caro predador ndo distinguiu entre volateis de plantas
convencionais e Bt com infestacdo maltipla.

Estudos demonstraram que plantas podem responder de formas diferentes quando
atacadas por um ou mais herbivoros®®. Uma resposta da planta que pode ser alterada é a
producdo de compostos volateis e, consequentemente, pode ocorrer uma alteracdo na atracao
dos inimigos naturais 1. A atracdo do inimigo natural pode aumentar quando a planta esta sob
herbivoria maltipla. Por exemplo, plantas de pimentéao infestadas com apenas um herbivoro, ou
acaro-rajado ou pulgdo-verde Myzus persicae (Hemiptera: Aphididae), foram menos atrativas
ao predador Macrolophus caliginosus (Heteroptera: Miridae) do que plantas infestadas com os
dois herbivoros simultaneamente. Isto demonstra que os volateis produzidos por herbivoria

multipla sdo mais atrativos ao predador do que os volateis induzidos por apenas um herbivoro
32
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Porém, em plantas de feijao-de-lima, o &caro predador P. persimilis preferiu plantas
infestadas por acaro-rajado do que plantas infestadas, simultaneamente, por acaro-rajado e
mosca-branca Bemisia tabaci (Hemiptera: Aleyrodidae). Os autores afirmaram que essa
interferéncia foi pela reducdo na emissdo do composto (E)-p-ocimeno em plantas com
infestacdo multipla. Mostrando assim que a infestacdo multipla pode reduzir a atracdo dos
inimigos naturais 3. Outro exemplo demonstra que em plantas de milho, a vespa parasitoide
Cotesia marginiventris (Hymenoptera: Braconidae) foi mais atraida por plantas infestadas por
Spodoptera littoralis (Lepidoptera: Noctuidae) do que as plantas infestadas simultaneamente
por S. littoralis e Diabrotica virgifera virgifera (Coleoptera: Chrysomelidae) 4,

Além disso, a infestacdo multipla pode ndo alterar a atratividade dos inimigos naturais,
como foi encontrado no presente estudo. Um estudo que comparava a neutralidade na atragdo
de inimigos naturais, mostra que o acaro predador Neoseiulus baraki (Acari: Phytoseiidae) nao
distingue os odores de frutos de coqueiros infestados por Aceria guerreronis (Acari:
Eriophyidae) ou Steneotarsonemus concavuscutum (Acari: Tarsonemidae) dos odores de frutos
infestados, simultaneamente, por esses herbivoros .

Os volateis libertados em resposta a alimentacdo de herbivoros sdo geralmente
indicadores detectaveis da presenca de herbivoros e podem potencialmente atrair inimigos
naturais para proximo de suas presas . Porém, como o0 acaro-rajado nio é uma praga que causa
danos severos a cultura do milho, possivelmente essas plantas ndo coevoluiram para uma
producdo de compostos eficientes na atracdo de acaros predadores. Além disso, quando as
plantas estavam sob herbivoria multipla ocorreu uma mudanca na producdo de compostos, que
nao foram atrativos ao acaro predador N. californicus, porém essa mudanca pode ser especifica
para algum inimigo natural da lagarta-do-cartucho, a qual a planta de milho possui uma
interacdo maior e consequentemente o processo de coevolucgdo é mais especifico.

No presente estudo a tecnologia Bt ndo alterou o forragemanento do &caro predador N.
californicus, porém estudos comprovam que as toxinas Bt podem ter efeitos indiretos sobre 0s
inimigos naturais, um exemplo € ter a presa nutricionalmente inadequada 3’. Como exemplo, a
emergéncia de Cotesia flavipes (Hymenoptera: Braconidae) foi menor em larvas de Chilo
partellus (Lepidoptera: Crambidae) alimentadas com milho Bt, em comparagcdo com C.
partellus ndo alimentadas com milho Bt %, Isto demostra que ndo s6 o forrageamento do N.
californicus pode ser estudado, mas também sua biologia quando alimentados por T. urticae
que se alimentam de plantas de milho Bt.

34



A anélise dos componentes principais mostrou uma diferenciacdo quimica dos grupos
de planta com infestacdo multipla e as plantas com infestacdo simples, tanto em milho
convencional como no Bt. Isto indica que as plantas sdo capazes de modificar a producao de
compostos volateis quando estdo sob herbivoria maltipla. Porém, o acaro predador N.
californicus néo teve preferéncia entre esses grupos de plantas. As plantas Bt para produzirem
a toxina CrylF necessitam de recursos energéticos que podem alterar no investimento de
compostos secundarios de defesa, como os volateis, possivelmente a diferenca de perfil quimico
dessas plantas se deram pela interacdo das defesas constitutiva e induzida *4. Porém, o
predador ndo distingue entre os odores liberados por plantas em infestacdo simples e multipla,
0 que indica que a defesa constitutiva (Milho Bt) ndo alterou o forrageamento do predador em
estudo. Com tudo, essa mudanga quimica encontrada permite novos estudos com outros
inimigos naturais.

Nesse estudo foi identificado pela primeira vez, em milho, os compostos 1-metil-6-(3-
metilbuta-1,3-dienil)-7-oxabiciclo[4,1,0]heptano, (E)-7-tetradecen-1-ol e etiléster do acido
linolénico. N&o ha na literatura descricdo de compostos volateis induzidos por herbivoros no
gen6tipo de milho estudado (Pioneer 30F35 e 30F35 Hx). Possivelmente, esses compostos ndo
haviam sido relatados, pois cada genotipo de milho possuiu um perfil de volateis especificos®.

As evidéncias deste estudo mostram uma diferenciacdo quimica nos grupos de plantas
estudadas. Contudo, o N. californicus ndo difere entres infestacdo simples e maltipla em plantas
de milho. Tal fato indica que a infestacdo multipla ndo altera o forrageamento do &caro-

predador.
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Figura 1: Resposta de acaros predadores Neoseiulus californicus em olfatdmetro em Y. (A)

Planta Convencional Infestada por Tetranychus urticae X Planta Convencional Infestada por T.

urticae + Spodoptera frugiperda; (B) Planta Bt Infestada por T. urticae X Planta Bt Infestada

porT. urticae+S. frugiperda; (C) Planta Convencional Infestada por T. urticae + S. frugiperda

X Planta Bt Infestada por T. urticae + S. frugiperda. Cada barra representa um Unico

experimento replicado envolvendo 15 libertagdes de acaros com resposta (teste do qui-

quadrado).
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Figura 2: Cromatogramas dos perfis de compostos volateis extraidos de folhas milho convencional

(Pioneer 30F35) e Bt (Pioneer 30F35 Hx), com infestacdes simples (por Tetranychus urticae) e maltipla

(por T. urticae + Spodoptera frugiperda). Os compostos pré-identificados foram: 1 = (E)-Hex-2-enal; 2

= heptanal; 3 = (E)-Oct-2-enal; 4 = a-pineno; 5 = S-cisocimeno; 6 = g-Ciclocitral; 7 = 1-metil-6-(3-
metilbuta-1,3-dienil)-7-oxabiciclo[4,1,0]heptano; 8 = S-ionona; 9 = ndo identificado = C9; 10 = (E)-7-

tetradecen-1-ol; 11 = ndo identificado = C11; 12 = Etiléster do &cido linolénico; 13 = nao identificado

=C13.
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Figura 3: Analises dos componentes principais (PCA) dos compostos volateis presentes nas
folhas de milho convencionais (Pioneer 30F35) e Bt (Pioneer 30F35 Hx) com infestacdes
simples (por Tetranychus urticae) e maltipla (por T. urticae + Spodoptera frugiperda). (1)
planta convencional com infestagcdo simples; (2) planta Bt com infestacdo simples; (3) planta
convencional com infestacdo multipla; (4) planta Bt com infestacdo multipla. Os compostos
sdo: comp_1 = (E)-Hex-2-enal; comp_2 = heptanal; comp_3 = (E)-Oct-2-enal; comp_4 = a-
pineno; comp_5 = f-cisocimeno; comp_6 = p-Ciclocitral; comp_7 = 1-metil-6-(3-metilbuta-
1,3-dienil)-7-oxabiciclo[4,1,0]heptano; comp_8 = -ionona; comp_9 = ndo identificado = C9;
comp_10 = (E)-7-tetradecen-1-ol; comp_11 = ndo identificado = C11; comp_12 = Etiléster do

acido linolénico; comp_13 = ndo identificado = C13.
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CONSIDERAGCOES FINAIS

O acaro predador N. californicus ndo discrimina entre volateis de plantas de milho limpa
e infestada por &caro-rajado, tanto em plantas convencionais como em Bt. Também néo
diferencia plantas infestadas por acaro-rajado das plantas com infestacGes multiplas, isso ocorre
tanto em plantas convencionais como em Bt.

Trabalhos futuros devem ser realizados com outros inimigos naturais do acaro-rajado,
pois as plantas de milho (convencionais e Bt) limpas, infestadas por acaro-rajado e infestadas
por acaro-rajado e lagarta-do-cartucho, possuem diferencas na producédo de volateis, porém os

mesmos nao sdo capazes de atrair o acaro predador N. californicus.
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