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RESUMO

FONSECA, Juliana de Oliveira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de
2012. ldentificacdo de compostos volateis produzidos no sistema predador-
presa-tomateiro. Orientador: Angelo Pallini Filho. Coorientadores: Arnoldus Rudolf
Maria Janssen e Madelaine Venzon.

As plantas se protegem contra o ataque de herbivoros através da combinagdo de
defesas constitutivas e/ou induzidas que reduzem o desempenho dos herbivoros e,
consequentemente, interrompem a propagacao do dano. Plantas sadias ou sob o
ataque de herbivoros liberam uma variedade de compostos organicos volateis, os
quais estdo envolvidos na atragdo dos inimigos naturais desses herbivoros. Os
inimigos naturais como acaros predadores e coccinelideos, por exemplo, sdo capazes
de explorar esses volateis para localizar suas presas, usando-os como sinais quimicos
da presenca do alimento. Dessa forma, estudos de comportamento sdao importantes
para o entendimento das interagdes que ocorrem entre 0s organismos em uma teia
alimentar. Assim como o conhecimento dos compostos quimicos que mediam a
localizagdo de plantas infestadas com herbivoros pelos inimigos naturais, para que se
tenha uma melhor compreensao da interagdo inseto-planta influenciando o terceiro
nivel tréfico. Diante disso, este trabalho objetivou investigar as respostas dos &caros
predadores Phytoseiulus longipes e Phytoseiulus macropilis e de joaninhas da
espécie Cycloneda sanguinea aos volateis de plantas de tomate infestadas ou ndo
com Tetranychus evansi e Tetranychus urticae. O principal objetivo foi verificar se
estes predadores sdo capazes de discriminar entre as fontes de odores produzidas
pelo complexo planta-herbivoro. Nos também identificamos os compostos volateis
emitidos por plantas infestadas com o acaro-vermelho T. evansi e com o acaro rajado
T. urticae e de plantas de tomate limpas. Para acessar esses resultados foram
utilizadas as técnicas de olfatometria para os testes comportamentais ¢ o GC-MS
para a identificacdo dos compostos. Os resultados mostram que os predadores
testados sdo capazes de discriminar entre volateis de plantas de tomate infestadas
com T. evansi ou T. urticae ¢ volateis de plantas limpas. Isso mostra que o complexo
planta-herbivoro libera odores atraentes a estes inimigos naturais. Porém, quando
dada a escolha entre plantas infestadas com T. evansi e plantas infestadas com T.
urticae, os predadores ndo sdo capazes de discriminar entre as duas fontes de odores

produzidas. Quanto a identificacio dos compostos foi verificado que ao



compararmos plantas limpas e plantas infestadas, seja com o acaro-vermelho ou com
0 4caro rajado, foram encontrados e identificados uma quantidade bastante superior
de compostos volateis nas plantas infestadas. J4 quando comparamos plantas
infestadas com T. evansi ¢ plantas infestadas com T. urticae, o perfil de compostos
volateis encontrado em ambas foi bastante similar. Quanto a analise quantitativa dos
compostos, observamos que ndo existe diferenca significativa entre as concentragdes
de cada composto emitidos por plantas infestadas com T. evansi e T. urticae. Os
resultados obtidos através da identificacdo e quantificagdo dos compostos volateis

podem explicar as respostas obtidas nos experimentos de olfatometro.
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ABSTRACT

FONSECA, Juliana de Oliveira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2012.
Identification of volatile compounds produced in the predator-prey-tomato
system. Adviser: Angelo Pallini Filho. Co-advisers: Arnoldus Rudolf Maria Janssen
and Madelaine Venzon.

Plants protect themselves against herbivore attacks by a combination of constitutive
and induced defenses, which reduce the performance of herbivores and decrease the
spread of damage. Plants under attack by herbivores release a variety of organic
volatile compounds, which are involved in the attraction of natural enemies of
herbivores. The natural enemies such as predatory mites and coccinellids, for
example, are able to exploit these volatiles to locate their prey, using them as
chemical signals for the presence of food. Thus, behavioral studies are important for
understanding the interactions that occur between organisms in a food web. As well
as the knowledge of the chemical compounds that mediate the location of plants
infested with herbivores by natural enemies, in order to have a better understanding
of insect-plant interactions mediating the third trophic level. In this study, we
investigated the responses of the predators Phytoseiulus longipes, Phytoseiulus
macropilis and Cycloneda sanguinea to volatiles from tomato plants infested or not
infested with the phytophagous mites Tetranychus evansi or Tetranychus urticae.
The main objective was to verify whether these predators are able to discriminate
between sources of odors produced by the plant-herbivore complex. We also
identified the volatile compounds emitted by plants infested with T. evansi, T. urticae
and clean tomato plants. To access these results were used techniques of
olfactometry for behavioral tests and GC-MS to identify the compounds. The results
show that the tested predators are able to discriminate between volatile tomato plants
infested with T. evansi or T. urticae and volatile of clean plants, showing that the
plant-herbivore complex releases odors attractive to these natural enemies. But when
given the choice between plants infested with T. evansi and plants infested with T.
urticae, the predators are not able to discriminate between the two sources of odors
produced. The identification of volatile compounds was verified that when
comparing clean plants and plants infested with T. evansi or T. urticae was found and
identified more volatile compounds in infested plants. When we compare plants

infested with T. evansi and plants infested with T. urticae, the profile of the volatile
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compounds were very similar in both. As for the quantitative analysis of compounds,
we found no significant difference between the concentrations of each compound
emitted by plants infested with T. evansi and T. urticae. The results obtained through
the identification and quantification of volatile compounds may explain the

responses obtained in the olfactometer experiments.
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INTRODUCAO GERAL

Para se defenderem de doengas e pragas, as plantas estdo equipadas com as
defesas pré-formadas ou constitutivas, que sdo aquelas naturalmente presentes nas
plantas e as defesas pos-formadas ou induzidas, que sdo ausentes ou de pouca
expressividade em plantas sadias (Karban & Baldwin, 1997; Agrawal, 2000;
Agrawal, 2007).

A defesa constitutiva de plantas se expressa fisicamente na forma de
domacias, tricomas e cuticulas espessas, ou bioquimicamente por meio de
metabolitos secundarios produzidos pelas plantas como os terpendides, compostos
fendlicos e nitrogenados (Lara, 1991; Agrawal, 1998; Schoonhoven et al., 2005). A
presenca desses compostos nas plantas faz com que os insetos as evitem, sendo
muitas vezes, responsaveis pela sua resisténcia a herbivoria (Karban & Baldwin,
1997; Agrawal, 2007).

As defesas induzidas sdo aquelas que se tornam evidentes somente apos o
ataque do herbivoro (Karban & Baldwin, 1997). Ela pode ser definida como uma
mudanga fisiologica na qualidade da planta, que ¢ resultado de um dano causado pelo
herbivoro e tem um efeito negativo no desempenho deste organismo na planta
(Karban & Baldwin, 1997).

A defesa induzida pode ocorrer de forma direta ou indireta (Agrawal, 2002).
A forma direta de defesa induzida expressa pelas plantas ao ataque de herbivoros esta
baseada em varios mecanismos de defesa como, por exemplo, a producdo de
inibidores de proteases em varias espécies de plantas incluindo o tomate (Kant et al.,
2004; Chen et al., 2005). A forma indireta da defesa induzida das plantas constitui a

producdo de compostos volateis que servem como indicadores aos inimigos naturais



de herbivoros na localizagdo das plantas com suas presas (Dicke et al., 1998;
Agrawal et al., 2002; Dicke et al., 2003).

Os volateis liberados pelas plantas quando atacadas por herbivoros sao
metabolitos que as plantas liberam no ar (Baldwin, 2010). Varios estudos em
laboratdorio tém demonstrado que em resposta a injuria de artrépodes, as plantas
sintetizam e liberam compostos organicos volateis que tornam essas plantas atrativas
para os inimigos naturais desses herbivoros (Allison & Hare, 2009). Adicionalmente,
estudos de campo observam a atragcdo de inimigos naturais para volateis induzidos e
o aumento na atividade desses inimigos naturais em plantas induzidas (Allison &
Hare, 2009).

Para uma correlagdo positiva entre a variagdo na composi¢do de compostos
organicos volateis e o fitness da planta ¢ importante que os inimigos naturais
respondam de forma inata ou tenham a capacidade de aprender rapidamente a
associar determinados volateis com a presenca de herbivoros (Allison & Hare, 2009).

O ataque de acaros fitofagos como Tetranychus evansi e Tetranychus urticae,
por exemplo, pode induzir a producdo de volateis pelas plantas, que por sua vez pode
atrair os inimigos naturais desses herbivoros (Dicke et al., 1998; Dicke et al., 2003;
Sarmento et al., 2011).

Dessa forma, estudos de comportamento sdo importantes para o entendimento
das interagdes que ocorrem entre 0s organismos em uma teia alimentar. Assim como
¢ importante o conhecimento dos compostos quimicos que mediam a localizagdo de
plantas infestadas com herbivoros pelos inimigos naturais, para que se tenha uma
melhor compreensdo da interagdo inseto-planta influenciando o terceiro nivel tréfico
(van Wijk et al., 2008; Bleeker et al., 2009; Proffit et al., 2011; van Wijk et al.,

2011).



Recentemente foi descoberto que plantas de tomate atacadas pelo acaro-
vermelho T. evansi tém seu sistema de defesa direta suprimido (Sarmento et al.,
2011). Foi observado que T. evansi promove uma supressao na defesa da planta que
em caso contrario ¢ induzida através de duas principais rotas de sinalizacdo
bioquimica, as rotas do acido salicilico ¢ do acido jasmoénico (Sarmento et al., 2011).
Sarmento et al. (2011) mostraram que o desempenho de T. evansi ¢ bem maior em
plantas infestadas por coespecificos em relagdo a plantas limpas. Foi observado que
genes responsaveis pela ativagdo da rota bioquimica do acido jasmoénico e acido
salicilico (WIPI II, PR-P6 e GGPS1) nao sdo expressos em plantas danificadas por T.
evansi. No entanto, em plantas danificadas por outro herbivoro, o acaro rajado T.
urticae, ha a expressdo desses genes apos a herbivoria (Kant et al., 2004; Sarmento et
al., 2011). Com isso, compostos de defesa direta como inibidores de proteases sao
reduzidos apds o ataque por T. evansi.

Quanto a defesa indireta, dois compostos volateis foram emitidos por plantas
infestadas por T. urticae em quantidades muito superiores em relagdo a plantas
limpas: TMTT e B-mirceno. J& a emissdo desses compostos volateis de plantas
atacados por T. evansi ndo foi diferente das plantas limpas (Sarmento et al., 2011).
Entretanto, apesar do desligamento de genes relacionados com o sistema de defesa
do tomateiro, as plantas continuam atrativas a acaros predadores como Phytoseiulus
longipes ¢ Phytoseiulus macropilis e joaninhas como Cycloneda sanguinea
(Sarmento et al., 2008; Sarmento, 2011). Além do mais, T. evansi demonstra uma
clara preferéncia por odores de plantas atacadas por co-especificos em relagdo a
plantas atacadas por T. urticae, mostrando talvez que os volateis emitidos a partir de
plantas infestadas com estes dois acaros fitofagos sejam diferentes (Sarmento et al.,

2011).



Com base nessas informacoes, o estudo desenvolvido nesta dissertagao
investigou em um olfatdmetro de tubo em “Y”, as respostas dos predadores
Phytoseiulus longipes, Phytoseiulus macropilis e Cycloneda sanguinea aos volateis
de plantas de tomate infestadas ou ndo por Tetranychus evansi e Tetranychus urticae.
Estes testes realizados no olfatometro foram feitos com o intuito de testar a
atratividade dos predadores as plantas, sendo as premissas para explicar os
experimentos seguintes. A hipotese ¢ que os predadores testados neste trabalho
possam discriminar entre as fontes de odores produzidas por plantas infestadas com
T. evansi e plantas infestadas com T. urticae.

Também foi realizada neste trabalho a identificagdo dos compostos volateis
do tomateiro infestado por T. evansi, T. urticae e¢ plantas limpas, para que através
dessa identificagdo seja possivel explicar o comportamento de busca dos predadores
Phytoseiulus longipes, Phytoseiulus macropilis ¢ Cycloneda sanguinea pelas fontes
de odores testadas anteriormente.

Espera-se com isso ter uma compreensdo mais aprofundada de como ocorre
essa interagdo mutualistica entre plantas e inimigos naturais de herbivoros nessa teia

alimentar de tomateiro.
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CAPITULO 1

RESPOSTA INATA DE PREDADORES A VOLATEIS DE PLANTAS DE
TOMATE ATACADAS POR ACAROS FITOFAGOS

Juliana de Oliveira Fonseca', Felipe de Lemos', Arne Janssen” e Angelo Pallini'.

'Departamento de Entomologia, Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, MG, Brasil
*Institute for Biodiversity and Ecosystem Dynamics, Section Population Biology,

University of Amsterdam, Amsterdam, The Netherlands.

RESUMO

As plantas se defendem do ataque de herbivoros através da combinagdo de defesas
constitutivas e induzidas que reduzem a propagacdo do dano. O ataque de acaros
fitofagos as plantas pode induzir a produgdo de compostos volateis, os quais podem
atrair os inimigos naturais desses herbivoros. Em um olfatdmetro de tubo em “Y”,
foram investigadas as respostas dos predadores Phytoseiulus longipes, Phytoseiulus
macropilis e Cycloneda sanguinea, aos volateis de plantas de tomate infestadas ou
ndo com Tetranychus evansi e Tetranychus urticae. O objetivo foi verificar se estes
predadores sdo capazes de discriminar entre as fontes de odores produzidas pelo
complexo planta-herbivoro. Os resultados obtidos mostraram que os inimigos
naturais testados sdo capazes de discriminar entre odores de plantas infestadas e ndo
infestadas, mostrando uma maior atratividade para plantas infestadas. Porém, quando
dada a escolha entre plantas infestadas com T. evansi e plantas infestadas com T.
urticae, os mesmos predadores ndo sdo capazes de discriminar entre as duas fontes
de odores produzidas. As implicacdes das respostas obtidas no olfatdmetro para
explicar este comportamento de preferéncia e ndo preferéncia dos predadores sdo

discutidas.

Palavras chave: Defesa induzida da planta, resposta inata, volateis, Tetranychus
evansi, Tetranychus urticae, Phytoseiulus longipes, Phytoseiulus macropilis,

Cycloneda sanguinea.



CHAPTER 1

INNATE RESPONSE OF PREDATORS TO TOMATO PLANTS VOLATILE
ATTACKED BY PHYTOPHAGOUS MITES

ABSTRACT

Plants defend themselves against herbivore attacks by a combination of constitutive
and induced defenses, which reduce the damage caused. The attack of plants by
phytophagous mites may induce the production of volatile compounds, which can
attract the natural enemies of herbivores. Using a Y-tube olfactometer, we
investigated the responses of the predators Phytoseiulus longipes, Phytoseiulus
macropilis and Cycloneda sanguinea to volatiles of tomato plants infested or not
infested with Tetranychus evansi and Tetranychus urticae, in order to verify whether
these predators are able to discriminate between sources of odors produced by the
plant-herbivore complex. The results showed that the natural enemies tested were
able to discriminate between odors of infested and uninfested plants, showing more
attraction towards infested plants. However, when given the choice between plants
infested with T. evansi and plants infested with T. urticae, the predators were not
able to discriminate between the two sources of odors produced. The results obtained

in the olfactometer tests are discussed.

Key Words: Induced plant defense, innate response, volatile, Tetranychus evansi,
Tetranychus urticae, Phytoseiulus longipes, Phytoseiulus macropilis, Cycloneda

sanguinea.



INTRODUCAO

As plantas se protegem contra o ataque de herbivoros através da combinagdo
de defesas constitutivas e induzidas que reduzem o desempenho dos herbivoros e,
consequentemente, interrompem a propagacao do dano. Essas duas formas de defesa
sdo cruciais para as plantas se defenderem contra pragas ndo patogé€nicas, como
insetos e acaros (Karban & Baldwin, 1997; Kant et al., 2004; Kant, 2006).

As defesas induzidas sdo aquelas que se tornam evidentes somente apos o
ataque do herbivoro (Karban & Baldwin, 1997). Esta pode ser definida como uma
mudanga fisiologica na qualidade da planta, que ¢ resultado de um dano causado pelo
herbivoro e tem um efeito negativo no desempenho deste organismo na planta
(Karban & Baldwin, 1997). Esse mecanismo de defesa pode atuar através da
producdo pela planta de compostos quimicos do metabolismo secunddrio que vao
afetar diretamente o herbivoro (Agrawal et al., 2002). Ou atuam indiretamente,
através da producdo de compostos volateis que servem como indicadores aos
inimigos naturais de herbivoros na localizacdo das plantas com suas presas (Dicke et
al., 1998; Agrawal et al., 2002).

Diante disso, sabe-se que ¢ importante conhecer bem as interagdes tritroficas
existentes entre os organismos que compdem a teia alimentar formada no
agroecossistema (Janssen et al., 1998). Varias revisdes ja foram feitas a respeito
dessas interagcdes e vem sendo estudadas em diferentes organismos e ecossistemas
(Dicke et al., 1993; Dicke et al., 1998; De Moraes et al., 1998; Sabelis et al., 1999;
van Wijk et al., 2008; Sznajder et al., 2011; van Wijk et al., 2011). Em todas essas
revisdes, a ideia expressa ¢ de que as plantas e os inimigos naturais cooperam-se: as
plantas auxiliam os inimigos naturais facilitando o seu acesso as presas/hospedeiro e

0s inimigos naturais livram estas de seus herbivoros.
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O acaro-vermelho Tetranychus evansi Baker & Pritchard (Acari:
Tetranychidae) e o acaro rajado Tetranychus urticae Koch (Acari: Tetranychidae)
sdo pragas comumente encontradas em cultivos de tomate (Gallo et al., 2002). O
ataque desses acaros as plantas pode induzir a produgdo de volateis, que por sua vez
pode atrair os inimigos naturais desses herbivoros (Dicke et al., 1998, Sarmento et
al., 2011). Algumas espécies de predadores tém sido reportadas em associagdo com
T. evansi e T. urticae em cultivos de tomate como os acaros Phytoseiulus longipes e
Phytoseiulus macropilis e o coccinelideo Cycloneda sanguinea (de Moraes &
McMurtry, 1985; Oliveira et al., 2005; Rosa et al., 2005; Furtado et al., 2007).

Sabe-se que P. longipes se desenvolve bem se alimentando das duas espécies
de acaros fitofagos (Furtado et al., 2007). Ja P. macropilis, se desenvolve bem em
uma dieta com T. urticae, mas ndo tem um bom desenvolvimento em uma dieta com
T. evansi (Moraes & McMurtry, 1985). Quanto a C. sanguinea, que ¢ um predador
generalista, se alimenta destes dois acaros fitéfagos, porém somente como uma presa
alternativa (Oliveira et al., 2005).

Recentemente foi descoberto que o acaro-vermelho do tomateiro T. evansi é
capaz de manipular a planta através da eliminacdo da inducdo de compostos de
defesa, desarmando o sistema de defesa induzido direto das plantas. (Sarmento et al.,
2011). Quanto a defesa indireta, foi observado que dois compostos volateis foram
emitidos por plantas infestadas com T. urticae em quantidades muito superiores
quando comparado a plantas limpas: TMTT e B-mirceno. J4 a emissdo desses
compostos volateis de plantas atacadas por T. evansi ndo foi diferente de plantas
limpas (Sarmento et al., 2011).

O principal objetivo deste trabalho foi verificar se estes predadores sdo

capazes de discriminar entre os volateis produzidos por plantas de tomate atacadas
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por T. evansi e T. urticae. Para isso foram investigadas as respostas dos predadores
P. longipes, P. macropilis e C. sanguinea aos volateis de plantas de tomate infestadas
ou ndo com T. evansi e T. urticae. A hipdtese é que os predadores testados neste
trabalho possam discriminar entre as fontes de odores produzidas por plantas

infestadas com T. evansi e plantas infestadas com T. urticae.

MATERIAL E METODOS

Producéo das plantas de tomate

Sementes de tomate (Lycopersicon esculentum Mill) da variedade Santa Clara
[-5300 foram semanalmente semeadas em uma casa de vegetacdo. Estas foram
semeadas em bandejas de isopor (8 x 16 células) utilizando um substrato comercial
para mudas (Bioplant®, Bioplant Misturadora Agricola LTDA), sendo mantidas em
casa de vegetagdo e regadas diariamente até atingirem a idade para o transplantio. Ao
atingir os 20 dias de semeadura, as mudas foram entdo transplantadas para vasos
plasticos de 2 L contendo o mesmo substrato para mudas utilizado na semeadura.
Feito isso, elas foram acondicionadas dentro de gaiolas (1,0 x 1,0 x 4,0 m) com
estrutura feita de canos de PVC e revestida por tecido de organza. Semanalmente, foi
realizada uma fertirrigacdo com uma mistura de 30 g de superfosfato simples e 30 g
de NPK (20-5-20), misturados a 15 L de agua. A solucdo nutritiva foi entdo usada
para a adubacgdo via solo das plantas adultas. As plantas foram fornecidas para a
criacdo dos acaros ou para a realizacdo dos experimentos, onde foram utilizadas

plantas de mesma idade fenoldgica e com 4 folhas perfeitamente desenvolvidas.
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Criagéo dos &caros fitoéfagos

Os acaros fitofagos Tetranychus evansi e Tetranychus urticae, obtidos em
2002 em casa de vegetacao na Universidade Federal de Vigosa, foram transferidos
para folhas de tomate da criagdao. As folhas com os 4caros foram acondicionadas com
seu peciolo dentro de tubos de acrilico (3 cm de @ por 10 cm de altura) contendo
agua. Os tubos juntamente com as folhas ja infestadas foram colocados em bandejas
plasticas (40 x 20 x 10 cm), contendo uma mistura de dgua e detergente para evitar
que as folhas fossem contaminadas com outras espécies de fitofagos. As bandejas
foram colocadas em estantes dentro de uma sala de criagdo com fotoperiodo
controlado (12:12, L:E) e foram devidamente identificadas. As criagdes de T. evansi
e T. urticae foram usadas para o fornecimento de individuos para a realizagdo dos

experimentos € para a manutencao da criacdo massal.

Criacdo dos acaros predadores

Para a criagdo dos acaros Phytoseiulus longipes ¢ Phytoseiulus macropilis
foram fornecidas a estes predadores folhas de tomate infestadas com o &caro
vermelho Tetranychus evansi e com o acaro rajado Tetranychus urticae,
respectivamente. Para isso, a criacdo destes predadores se deu de forma semelhante a
dos fitofagos. As folhas com os 4caros foram colocadas em tubos de acrilico (3 cm
de @ por 10 cm de altura) sobre bandejas plasticas (40 x 20 x 10 cm), contendo uma
mistura de dgua e detergente. A diferenga foi que aos acaros predadores foram
oferecidas folhas de tomate infestadas provenientes das criagdes dos acaros fitofagos

T. evansi e T. urticae.
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Criacéo de Cycloneda sanguinea

Adultos de C. sanguinea foram coletados em uma area experimental
localizada no campus da Universidade Federal de Vigosa e levados ao laboratoério,
sendo mantidas as condi¢des de temperatura de 25+2°C e umidade de 70+10% UR.
Os adultos foram colocados em potes plasticos de 500 mL, nos quais a tampa
continha uma abertura central revestida com organza. Em cada pote, contendo trés
casais, eram fornecidos para a sua alimentagdo, pulgdes da espécie Macrosiphum
euphorbiae também coletados na mesma area experimental. Os ovos de C. sanguinea
depositados no interior dos potes foram retirados e transferidos para tubos de acrilico
(3 cm de @ por 10 cm de altura) onde foram mantidos até a eclosdo das larvas. Em
seguida, estas foram individualizadas e separadas por idade, a fim de padronizar os
individuos. As larvas foram alimentadas por pulgdes e mantidas também em tubos de

acrilico onde permaneceram até alcancar a fase adulta.

Experimento de olfatémetro

A preferéncia dos acaros predadores Phytoseiulus longipes ¢ Phytoseiulus
macropilis ¢ de joaninhas da espécie Cycloneda sanguinea foi testada oferecendo-se
aos animais testes odores de plantas infestadas com Tetranychus evansi, Tetranychus
urticae e plantas limpas.

Para testar esta preferéncia foi utilizado um olfatdmetro de tubo em “Y”
(Pallini et al., 1997; Janssen, 1999) para estudar a resposta das fémeas adultas dos
predadores as diferentes fontes de odores. O olfatometro consiste de um tubo de
vidro em forma de “Y” com um arame acoplado por dentro do vidro para facilitar o
caminhamento dos predadores. Em cada brago (lado) do olfatdmetro foi conectado,

por meio de mangueiras de plastico escuras, um recipiente de vidro (50 x 36 x 43
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cm) onde foram colocadas as fontes de odores: um conjunto com 3 plantas,
infestadas sete dias antes dos testes, com T. evansi ou T. urticae com
aproximadamente 300 individuos por folha ou ndo foram infestadas (controle). Os
recipientes foram fechados com as tampas de vidro, com o objetivo de fechar o
sistema, evitando com isso a passagem de ar por frestas. Uma bomba de vacuo foi
conectada a base do olfatometro para formar uma corrente de ar para que pudesse
conduzir os volateis das fontes de odores para dentro do olfatometro. A velocidade
da corrente de ar em cada brago foi medida por meio de um anemoOmetro
(VelociCalc®, Modelo: 9545-A) e essa velocidade era a mesma nos dois bragos do
olfatometro (0,45 m/s). As velocidades foram testadas previamente, visando obter a
melhor resposta dos artropodes na tomada de decisdo.

Os acaros predadores foram deixados por aproximadamente 3 horas sem
alimento antes dos testes ¢ as joaninhas por 24 horas, e testados individualmente.
Cada predador foi liberado na extremidade basal do olfatometro de forma a caminhar
contra a corrente de ar formada em dire¢do as fontes de volateis. Ao atingirem a
jungdo do tubo, os predadores respondiam por uma das fontes. O teste era terminado
quando cada predador atingia o extremo final do braco escolhido.

Para o predador P. longipes foram testadas as seguintes combinagdes de
odores: (i) plantas de tomate limpas x plantas de tomate infestadas com T. evansi; (ii)
plantas de tomate limpas x plantas de tomate infestadas com T. urticae; (iii) plantas
de tomate infestadas com T. evansi x plantas de tomate infestadas com T. urticae.
Para o predador P. macropilis foi testado: (i) plantas infestadas com T. evansi x
plantas infestadas com T. urticae. Neste trabalho ndo foi testada a combinagdo de
odores provenientes de plantas limpas x plantas infestadas, pois este resultado ja é

conhecido (Sarmento, 2011). Para o predador C. sanguinea foram testadas as
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seguintes combinagdes: (i) plantas limpas x plantas infestadas com T. urticae; (ii)
plantas infestadas com T. evansi x plantas infestadas com T. urticae. Neste trabalho
também ndo foi testada a combinagdo de odores de plantas limpas x plantas
infestadas com T. evansi, pois este resultado ja é conhecido (Sarmento et al., 2008).

Em cada experimento foram feitas trés repeti¢des e com cada repeticao foram
utilizados diferentes grupos de plantas e artropodes. Foram testados 20 predadores
por repetigdo, totalizando 60 insetos por tratamento. A cada cinco animais testados,
as fontes de odores eram trocadas de posi¢do nos bragos do olfatdmetro, em fungdo
de possiveis interferéncias do meio ambiente. Foi tolerado um prazo de até cinco
minutos para a escolha de cada predador pelas fontes de odores. Nao havendo
escolha apds este tempo, o resultado em questdo era eliminado.

Os dados foram analisados usando o Modelo Linear Generalizado (GLM)

com erros do tipo Poisson (Crawley, 2007).
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RESULTADOS

Plantas limpas x plantas infestadas com Tetranychus evansi

Adultos do acaro predador P. longipes foram significativamente mais atraidos
para plantas infestadas com o acaro vermelho T. evansi na analise conjunta das trés
repeti¢des testadas (GLM: Dev. = 20,5; P < 0,001), quando foram dadas plantas
limpas como alternativa, (Figura 1). Nao houve diferenga significativa entre o
nimero de 4caros predadores que se moveu para o lado direito ou para o lado
esquerdo do olfatdmetro em nenhuma das repeticdes (GLM: Dev. = 0,60; P = 0,438),

mostrando que o experimento nao foi afetado por outros fatores que ndo os volateis.

Limpa

[ T T T T T T 1

100 75 50 25 0 25 50 75 100
% P. longipes

Figura 1: Resposta de fémeas adultas de P. longipes a volateis de plantas limpas
(barras cinzas) x plantas infestadas com T. evansi (barras pretas) no olfatdmetro.
Cada barra representa uma repeticdo, na qual foram testadas 20 fémeas do acaro

predador.
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Plantas limpas x plantas infestadas com Tetranychus urticae

Ao serem testadas plantas limpas x plantas infestadas com T. urticae, o acaro
predador P. longipes novamente respondeu significativamente para as plantas
infestadas nas trés repeticoes (GLM: Dev. = 18,0; P < 0,001), (Figura 2). J4 o
predador C. sanguinea mostrou maior atratividade para plantas infestadas em duas
das trés repeticdes. Porém na analise conjunta das trés repeti¢des houve diferenca
significativa entre as fontes de odores (GLM: Dev. = 18,0; P < 0,001), mostrando
uma preferéncia para as plantas infestadas (Figura 3).

Neste experimento também ndo houve diferenca significativa entre o numero
de acaros predadores que se moveu para o lado direito ou para o lado esquerdo do
olfatdmetro (GLM: Dev. = 0,27; P = 0,605). Também nao houve diferenca
significativa no niimero de joaninhas da espécie C. sanguinea que se moveu para
cada lado do olfatometro (GLM: Dev. = 1,07; P =0,301). Isso mostra novamente que

o experimento ndo foi afetado por outros fatores que nio os volateis.

ELimpa
T. urticae

T T T T T T T 1

100 75 50 25 0 25 50 75 100
% P. longipes

Figura 2: Resposta de fémeas adultas de P. longipes a volateis de plantas limpas
(barras pretas) x plantas infestadas com T. urticae (barras cinzas) no olfatdmetro.
Cada barra representa uma repeticdo, na qual foram testadas 20 fémeas do éacaro

predador.
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Figura 3: Resposta de fémeas adultas de C. sanguinea a volateis de plantas limpas
(barras pretas) x plantas infestadas com T. urticae (barras cinzas) no olfatdmetro.

Cada barra representa uma repeti¢ao, na qual foram testadas 20 fémeas do predador.

Plantas infestadas com Tetranychus evansi x plantas infestadas com Tetranychus
urticae

Quando testadas plantas infestadas com T. evansi x plantas infestadas com T.
urticae, o acaro predador P. longipes ndo demonstrou preferéncia significativa para
as fontes de odores oferecidas em nenhuma das trés repeticdes (GLM: Dev. = 0,27; P
= 0,0605), (Figura 4). O éacaro predador P. macropilis também nao mostrou
preferéncia significativa entre as fontes de odores na analise conjunta das quatro
repeti¢des testadas (GLM: Dev. = 0,45; P = 0,502), (Figura 5). O mesmo aconteceu
ao testar o predador C. sanguinea, que também nao teve uma resposta significativa
por nenhuma das duas fontes de odores, novamente nas trés repeticdes realizadas
(GLM: Dev. = 2,42, P = 0,120), (Figura 6). Em ambos os experimentos, novamente
ndo foram constatadas diferengas significativas entre o nimero de 4caros predadores

que se moveram para o lado direito ou esquerdo do olfatdmetro em nenhuma
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repeticao (GLM: Dev. = 1,07; P = 0,301; Dev. = 1,25; P = 0,263). Também nao
houve diferenca significativa no numero de joaninhas que se moveu para cada lado
do olfatometro (GLM: Dev. = 1,07; P = 0,301), mostrando mais uma vez que o

experimento ndo foi afetado por outros fatores que nao os volateis.

B T. evansi
T. urticae
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100 75 50 25 0 25 50 75 100
% P. longipes

Figura 4: Resposta de fémeas adultas de P. longipes a volateis de plantas infestadas
com T. evansi (barras pretas) x plantas infestadas com T. urticae (barras cinzas) no
olfatdmetro. Cada barra representa uma repeticao, na qual foram testadas 20 fémeas

do acaro predador.
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Figura 5: Resposta de fémeas adultas de P. macropilis a volateis de plantas
infestadas com T. evansi (barras pretas) x plantas infestadas com T. urticae (barras
cinzas) no olfatdmetro. Cada barra representa uma repeti¢do, na qual foram testadas

20 fémeas do acaro predador.
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Figura 6: Resposta de fémeas adultas de C. sanguinea a volateis de plantas
infestadas com T. evansi (barras pretas) x plantas infestadas com T. urticae (barras
cinzas) no olfatdmetro. Cada barra representa uma repeti¢ao, na qual foram testadas

20 fémeas do predador.
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DISCUSSAO

Plantas sob o ataque de herbivoros sdo capazes de iniciar uma defesa indireta
sintetizando e liberando misturas complexas de substancias volateis que atraem os
inimigos naturais desses herbivoros (Zhang et al., 2009; Sznajder et al., 2011).
Virios estudos tém fornecido evidéncias desta atragdo de predadores pelos volateis
de plantas sob ataque (Dicke et al., 1993; Janssen, 1999; Venzon et al., 1999; Kessler
& Baldwin, 2001; Dicke et al., 2003; Arimura et al., 2005; Moayeri et al., 2007),
incluindo em plantas de tomate (Takabayashi et al., 2000; Kant et al., 2004).

Neste trabalho, os resultados obtidos indicam que o predador Phytoseiulus
longipes mostra uma preferéncia significativa a odores de plantas de tomate
infestadas com T. evansi ou T. urticae a adores de plantas limpas (Figuras 1 e 2). O
predador Cycloneda sanguinea também mostra maior atratividade a odores de
plantas infestadas com T. urticae a plantas limpas (Figura 3). E conhecido que C.
sanguinea também demonstra uma preferéncia significativa a odores de plantas
infestadas com T. evansi em relagdo a odores de plantas limpas (Sarmento et al.,
2008). O mesmo acontece quando ¢ testada a resposta de P. macropilis a odores de
plantas infestadas com T. evansi ou T. urticae em relagdo a plantas limpas
(Sarmento, 2011). Resultados semelhantes foram encontrados por Takabayashi et al.
(2000) que mostraram que o acaro predador Phytoseiulus persimilis apresentou uma
maior atratividade por volateis de plantas de tomate infestadas com T. urticae quando
volateis de plantas limpas eram dados como alternativa.

Shimoda et al. (2005) demonstraram também que plantas de feijdo infestadas
com o acaro rajado T. urticae sdo significativamente mais atrativas as fémeas do
acaro predador Neoseiulus californicus do que plantas limpas. Neste estudo também

foi investigado a resposta deste dcaro predador a amostras sintéticas identificadas
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como componentes volateis emitidos a partir de plantas de feijao infestadas com T.
urticae. Os resultados mostraram uma maior atragdao de N. californicus a cada um
dos cinco compostos testados.

Em relagdo ao tratamento plantas infestadas com T. evansi x plantas
infestadas com T. urticae, observou-se que para todos os predadores testados, nao
houve preferéncia significativa para nenhuma das duas fontes de volateis (Figuras 4,
5 ¢ 6). Estes resultados estdo de acordo com os apresentados por Sarmento et al.
(2011), onde eles mostraram que o predador P. longipes também ndo mostrou
preferéncia por odores de plantas com T. urticae ou T. evansi.

Sabe-se que o acaro-vermelho Tetranychus evansi é capaz de suprimir a
liberagdo de produtos volateis induzidos, os quais estdo relacionados com a defesa da
planta (Sarmento et al., 2011). Além do mais, T. evansi demonstra uma clara
preferéncia por odores de plantas atacadas por co-especificos em relagdo a plantas
atacadas por T. urticae. E possivel, portanto, que os volateis emitidos a partir de
plantas infestadas com estes dois acaros fitofagos sejam diferentes (Sarmento et al.,
2011). Devido a esta informagao, era de se esperar que os predadores testados neste
trabalho pudessem discriminar entre as duas fontes de odores produzidas.

Para Cycloneda sanguinea, uma possivel explica¢do para essa ndo preferéncia
pode ser pelo fato de que este predador ndo € capaz de completar o seu ciclo de vida
se alimentando somente com o acaro-vermelho (Oliveira et al., 2005). O mesmo
acontece quando este predador tem sua alimentacdo constituida somente pelo acaro
rajado T. urticae (Observagoes pessoais).

Ja para Phytoseiulus longipes, Furtado et al. (2007) mostraram que este
predador se desenvolve bem se alimentando de ambas as espécies dos acaros

fitéfagos, podendo explicar essa ndo preferéncia por nenhuma das duas fontes de
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volateis. Entretanto, ¢ curioso que quando dada a escolha entre plantas atacadas pelos
dois acaros fitofagos, o predador P. macropilis ndo demonstra preferéncia por
nenhuma dessas plantas. No entanto, este predador se desenvolve bem em uma dieta
constituida somente de T. urticae e ndo se desenvolve em uma dieta somente de T.
evansi (Moraes & McMurtry, 1985).

Diante de todos esses fatos, é possivel levantar algumas questdes que podem
explicar este comportamento de ndo preferéncia dos predadores: o perfil volatil de
plantas de tomate atacadas por essas duas espécies de herbivoros pode ser muito
similar; esses predadores podem usar outros compostos que ndo o TMTT e o f-
mirceno para identificar plantas infestadas; a resposta inata desses predadores pode
ocorrer sobre compostos volateis que ndo diferem entre plantas infestadas por essas
duas espécies de herbivoros, porém a aprendizagem pode ser importante para definir
uma mudanga no comportamento de busca.

Este estudo evidencia, portanto, que os predadores P. longipes, P. macropilis
e C. sanguinea sdo capazes de discriminar entre volateis de plantas de tomate
infestadas com T. evansi ou T. urticae e volateis de plantas limpas. Isso mostra que o
complexo planta-herbivoro libera odores atraentes a estes inimigos naturais. Porém,
quando dada a escolha entre plantas infestadas com T. evansi e plantas infestadas
com T. urticae, os predadores ndo sdo capazes, na situagdo testada, de discriminar
entre as duas fontes de odores produzidas. Diante disso, € necessario que seja feita a
identificagdo dos compostos volateis produzidos por tomateiro atacados por T. evansi
e T. urticae, os quais possam explicar porque estes predadores ndo fazem

discriminacao dos odores produzidos.
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CAPITULO 2

IDENTIFICACAO DOS COMPOSTOS VOLATEIS DO TOMATEIRO
QUANDO ATACADO POR ACAROS FITOFAGOS
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RESUMO

Plantas sob o ataque de herbivoros liberam uma variedade de compostos orgénicos
volateis, os quais estdo envolvidos na atragdo dos inimigos naturais desses
herbivoros. O conhecimento destes compostos volateis ¢ extremamente importante
para uma melhor compreensdo da interagdo inseto-planta influenciando o terceiro
nivel tréfico. Neste trabalho, foram identificados os compostos volateis emitidos por
plantas de tomate infestadas com o acaro-vermelho Tetranychus evansi, com o acaro
rajado Tetranychus urticae e de plantas de tomate limpas. Os compostos foram
identificados usando-se o processo de aera¢do das plantas para a extracdo dos
compostos volateis e andlise por GCMS. Os resultados mostram que ao
compararmos plantas infestadas com T. evansi ou T. urticae e plantas limpas foram
encontradas uma quantidade bastante superior de compostos volateis nas plantas
infestadas em relagdo as plantas limpas. J& quando comparamos plantas infestadas
com T. evansi e plantas infestadas com T. urticae, o perfil de compostos volateis
encontrado foi bastante semelhante entre ambas. Em relagcdo a analise quantitativa,
nao houve diferencas significativas entre os compostos volateis emitidos por entre as
duas fontes de odores produzidas. As implicagcdes dos resultados encontrados sdo

discutidas.

Palavras chave: Volateis, tomate, GC-MS, Tetranychus evansi, Tetranychus urticae
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CHAPTER 2

IDENTIFICATION OF TOMATO VOLATILES COMPOUNDS ATTACKED
BY PHYTOPHAGOUS MITES

ABSTRACT

Plants under attack by herbivores release a variety of organic volatile compounds,
which are involved in the attraction of natural enemies of herbivores. The knowledge
of these volatile compounds is extremely important for a better understanding of
insect-plant interactions mediating the third trophic level. In this study, we identify
the volatiles emitted by tomato plants infested with the red spider mite Tetranychus
evansi, with the two spotted-spider mite Tetranychus urticae and clean tomato plants.
The compounds were identified by aeration of the plants and by using a GCMS. The
results show that when comparing plants infested with T. evansi or T. urticae with
clean plants it were found a greater amount of volatile compounds from infested
plants than from clean plants. When we compared plants infested with T. evansi and
plants infested with T. urticae, the profile of volatile compounds was found to be
very similar between the both. Regarding the quantitative analysis, we found no
significant differences between the volatile compounds emitted by the two sources of
odors produced. It is expected that through these results it is possible to understand
how it is the mutualistic interactions between plants and natural enemies in this food

web of tomato. The implications of these results are discussed.

Key Words: Volatile, tomato, GC-MS, Tetranychus evansi, Tetranychus urticae
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INTRODUCAO

Plantas sob o ataque de herbivoros liberam uma variedade de compostos
organicos volateis, os quais estdo envolvidos na atragdo dos inimigos naturais desses
herbivoros (Agrawal et al., 2002; Agrawal, 2007; van Wijk et al., 2010; Sznajder et
al., 2011; van Wijk et al., 2011). Esses volateis consistem de uma mistura complexa
de compostos induzidos por herbivoria e compostos ndo induzidos (van Wijk et al.,
2010). Inimigos naturais dos herbivoros como acaros predadores e coccinelideos, por
exemplo, sdo capazes de explorar esses volateis para localizar suas presas, usando-os
como sinais quimicos da presenga do alimento (Kessler & Baldwin, 2001; van Wijk
et al., 2008; Sarmento et al., 2007; van Wijk et al., 2010; Sznajder et al., 2011).
Predadores podem responder a um ou a alguns dos compostos induzidos por
reconhecerem individualmente tais volateis na mistura ou podem ainda responder a
mistura de odores como um todo (van Wijk et al., 2008).

O conhecimento dos compostos quimicos que mediam a localizacdo de
plantas infestadas com herbivoros pelos inimigos naturais ¢ importante para uma
melhor compreensdo da interagdo inseto-planta influenciando o terceiro nivel tréfico
(van Wijk et al., 2008; van Wijk et al., 2011), com aplicagdes praticas para o
controle biologico (Yoneya et al., 2009; van Wijk et al., 2011).

Plantas de tomate sob o ataque de herbivoros como acaros, por exemplo,
produzem um conjunto de compostos volateis como os terpenos que provavelmente
servem como agentes de defesa contra herbivoros, funcionando como uma defesa
indireta da planta, atraindo os inimigos naturais (Ament et al., 2004; Bleeker et al.,

2009; Ament et al., 2010; Proffit et al., 2011; Copolovici et al., 2012).
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Neste trabalho, n6s identificamos os compostos volateis emitidos por plantas
de tomate infestadas com o acaro-vermelho Tetranychus evansi, com o acaro rajado
Tetranychus urticae e de plantas de tomate limpas.

Foi descoberto recentemente que plantas de tomate atacadas pelo &caro-
vermelho Tetranychus evansi promove uma supressdo na defesa da planta que em
caso contrario ¢ induzida através de duas principais rotas de sinalizagdo bioquimica,
as rotas do acido salicilico e do acido jasmonico. (Sarmento et al., 2011). Foi
observado que genes responsaveis pela ativagdo da rota bioquimica do acido
jasmoénico e do acido salicilico (WIPI II, PR-P6 e GGPS1) ndo sdo expressos em
plantas danificadas por T. evansi. Entretanto, em plantas danificadas por outro
herbivoro, o acaro rajado T. urticae, ocorre a expressdo desses genes apods a
herbivoria (Sarmento et al., 2011). Com isso, compostos de defesa direta como
inibidores de proteases sao reduzidos durante o ataque por T. evansi (Sarmento et al.,
2011). Quanto a defesa indireta, foi observado que dois compostos, TMTT e [-
mirceno, foram emitidos por plantas infestadas com T. evansi em quantidades muito
inferiores quando comparado a plantas infestadas com T. urticae (Sarmento et al.,
2011).

Entretanto, apesar do desligamento de genes relacionados com o sistema de
defesa do tomateiro, as plantas continuam atrativas a acaros predadores como
Phytoseiulus longipes ¢ Phytoseiulus macropilis e joaninhas da espécie Cycloneda
sanguinea (Sarmento et al., 2007; Sarmento et al., 2008; Sarmento et al., 2011).
Adicionalmente, os mesmos predadores nesta situagdo testada, ndo sdo capazes de
discriminar entre volateis de plantas infestadas com o acaro-vermelho e com o acaro
rajado Tetranychus urticae. Além do mais, ¢ curioso que quando dada a escolha entre

plantas de tomate atacadas por T. evansi e T. urticae, o predador P. macropilis nao
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mostra preferéncia por nenhuma dessas plantas. No entanto, este predador se
desenvolve bem em uma dieta somente com T. urticae e ndo se desenvolve em uma
dieta somente de T. evansi (Moraes & McMurtry, 1985).

Com base nesses fatos, o principal objetivo deste trabalho foi identificar os
compostos volateis do tomateiro infestado por T. evansi, T. urticae e plantas limpas.
A idéia é que por meio dessa identificagdo, seja possivel explicar o porqué desses

predadores ndo discriminarem entre plantas infestadas entre T. evansi e T. urticae.

MATERIAL E METODOS

Producéo das plantas de tomate

Sementes de tomate (Lycopersicon esculentum Mill) da variedade Santa Clara
[-5300 foram semanalmente semeadas em uma casa de vegetacdo. Estas foram
semeadas em bandejas de isopor (8 x 16 células) utilizando um substrato comercial
para mudas (Bioplant®, Bioplant Misturadora Agricola LTDA), sendo mantidas em
casa de vegetagdo e regadas diariamente até atingirem a idade para o transplantio. Ao
atingir os 20 dias de semeadura, as mudas foram entdo transplantadas para vasos
plasticos de 2 L contendo o mesmo substrato para mudas utilizado na semeadura.
Feito isso, elas foram acondicionadas dentro de gaiolas (1,0 x 1,0 x 4,0 m) com
estrutura feita de canos de PVC e revestida por tecido de organza. Semanalmente, foi
realizada uma fertirrigacdo com uma mistura de 30 g de superfosfato simples e 30 g
de NPK (20-5-20), misturados a 15 L de agua. A solucdo nutritiva foi entdo usada
para a adubagdo via solo das plantas adultas. As plantas foram fornecidas para a
criacdo dos acaros ou para a realizacdo dos experimentos, onde foram utilizadas

plantas de mesma idade fenoldgica e com 4 folhas perfeitamente desenvolvidas.
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Criagéo dos &caros fitoéfagos

Os acaros fitofagos Tetranychus evansi e Tetranychus urticae, obtidos em
2002 em casa de vegetacao na Universidade Federal de Vigosa, foram transferidos
para folhas de tomate da criagdao. As folhas com os 4caros foram acondicionadas com
seu peciolo dentro de tubos de acrilico (3 cm de @ por 10 cm de altura) contendo
agua. Os tubos juntamente com as folhas ja infestadas foram colocados em bandejas
plasticas (40 x 20 x 10 cm), contendo uma mistura de dgua e detergente para evitar
que as folhas fossem contaminadas com outras espécies de fitofagos. As bandejas
foram colocadas em estantes dentro de uma sala de criagdo com fotoperiodo
controlado (12:12, L:E) e foram devidamente identificadas. As criagdes de T. evansi
e T. urticae foram usadas para o fornecimento de individuos para a realizagdo dos

experimentos € para a manutencao da criacdo massal.

Extracdo dos compostos volateis liberados por tomateiro infestado com
Tetranychus evansi, Tetranychus urticae e plantas limpas

Para a extracdo dos compostos volateis do tomateiro infestado com
Tetranychus evansi, Tetranychus urticae e plantas limpas foram feitas as aeragdes
das plantas. Para isso, plantas de tomate de mesma idade fenoldgica e com 4 folhas
perfeitamente desenvolvidas foram infestadas com T. evansi ou T. urticae com
aproximadamente 300 4caros por folha, que permaneceram incubados por um
periodo de sete dias, ou ndo foram infestadas (plantas limpas). Essas plantas foram
mantidas dentro de gaiolas feitas com estrutura de madeira e revestidas com organza
(1,0 x 0,7 x 0,7 m) em casa de vegetagdo para evitar a infestacdo com outros
artropodes. Apds os sete dias de infestagdo, foi testada a atratividade das plantas em

um olfatometro de tubo em Y, utilizando os predadores Phytoseiulus longipes,
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Phytoseiulus macropilis e Cycloneda sanguinea. Apos os testes no olfatdmetro, as
plantas foram levadas para uma sala e acondicionadas em campanulas de vidro, para
que pudesse ser feita a aeracao.

Foram conectados a estas campanulas de vidro, os filtros de carvao ativado
para a limpeza do ar que entra nos tubos e os filtros de resina Super Q (80/100 mesh;
Alltech, Deerfield, IL, USA), onde os compostos organicos volateis ficaram
adsorvidos. A aeracdo foi feita com o auxilio de um compressor que empurra o ar
fazendo com que este passe pelo filtro de carvao ativado, e de uma bomba de vacuo
que faz a sucgdo deste ar passando pelas plantas dentro das campanulas. Este
processo permite que ocorra o carreamento dos compostos volateis que ficaram
adsorvidos a resina Super Q no filtro de saida. A aeragdo das plantas foi realizada
com diferentes tempos, tendo no minimo 17 horas de aeracdo, utilizando-se um fluxo
de ar de 150 mL/min. Todo o material de vidro utilizado foi aquecido a 280 °C
durante 8 horas antes da utilizagdo. Apds a aeragdo, o compressor € a bomba a vacuo
foram desligados e os compostos organicos volateis foram extraidos dos filtros de
resina Super Q com a lavagem dos mesmos com 400 pL. de n-hexano (Sigma

Aldrich, USA), coletados com um tubo de vidro e armazenados em freezer a -20 °C.

Identificacdo dos compostos volateis

Para a identificacdo dos compostos, inicialmente o volume das amostras foi
reduzido a 5 — 10 pl, a temperatura ambiente em vidros de Francke-vials e foi
adicionado a essas amostras um padrao interno (n-heptil acetato). Este padrao interno
¢ conhecido por ser separavel dos demais compostos e ndo estar presente na amostra,

servindo como um parametro de comparacao.
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As amostras diluidas em hexano foram entdo analisadas em um cromatografo
a gas acoplado a um espectrometro de massa (GC-MS, Shimadzu, Modelo QP2010),
por meio da inje¢do manual de 1 pl do extraido de hexano. O GC-MS utilizado esté
equipado com uma coluna capilar de silica fundida (30 m x 0,25 mm) revestida com
Rtx-5MS (df = 0,25 um; J & W Scientific Folsom, CA, USA), utilizando o hélio
como gas carreador (1 mL/min.). A temperatura da coluna iniciou-se a 35° C,
permanecendo por 5 minutos, elevou-se a uma taxa de 8° C/min., até atingir 280° C,
permanecendo por mais 5 minutos, totalizando um tempo de andlise de 40,63 min.
As andlises foram realizadas em modo splitless.

Os dados foram analisados pelo programa GCMS solutions (Shimadzu
Corporation) e a identificagdo baseou-se na comparacdo dos espectros de massa de
cada composto com o banco de dados das bibliotecas NIST08 MS e Wiley. Com os
tempos de retencdo dos compostos ¢ dos padrdes de hidrocarbonetos (C7 — C30),
foram calculados os indices de Kovats (KI). A partir dessas informagdes, foram
identificados os compostos das amostras tendo como base os indices de Kovats
tabelados por Adams (2007). A identificagdo de alguns compostos foi confirmada
por comparagdo com os espectros de massa e tempos de retencdo de padrdes
injetados.

Para uma andlise quantitativa dos compostos, foi realizada uma analise de
variancia (ANOVA) com cada variavel resposta sendo analisada separadamente

(Crawley, 2007).
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RESULTADOS

Foram encontrados um total de 25 compostos volateis com a aeracdo das
plantas limpas e plantas infestadas com Tetranychus evansi e Tetranychus urticae
(Tabela 1). Nas plantas com T. evansi foram encontrados 23 compostos volateis, dos
quais 16 foram identificados e 7 ndo identificados. Nas plantas com T. urticae foram
encontrados 25 compostos, sendo 17 compostos identificados e 8 ndo identificados.
J& nas plantas limpas foram encontrados apenas 7 compostos volateis, dos quais
todos foram identificados (Tabela 1).

Com relagdo a andlise quantitativa, foi feita uma ANOVA para cada
composto com o objetivo de se verificar diferengas na concentracdo dos compostos
volateis entre plantas infestadas com T. evansi e T. urticae. Ndo foram encontradas
diferencas significativas na andlise de cada composto separadamente, com todos os
valores de P > 0,05. Nao houve também diferencas significativas entre cada

composto de plantas infestadas com o acaro-vermelho e com o &caro rajado.
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Tabela 1: Analise da producdo de volateis de plantas de tomate limpas, plantas de tomate infestadas com Tetranychus urticae e plantas

infestadas com Tetranychus evansi. Média e desvio padrdo das concentragdes dos compostos volateis nas plantas por hora de aeragdo em

(ng/pL).

Compostos KI°  Planta Limpa (n°=1)
Conc. (ng/pL/h)

Planta com T. evansi (n = 4)
Conc. (ng/pL/h)

Planta com T. urticae (n = 4)
Conc. (ng/pL/h)

Monoterpenos

a-Pinene *° 939 - 0,018 + 0,004 0,039 £ 0,012
B-Pinene ab 979 - 0,002 +£0,018 0,006 + 0,050
2-Carene *° 1002 0,015 0,164 + 0,095 0,314 +£0,435
a-Phellandrene *° 1002 - 0,062 + 0,040 0,080 + 0,103
a-Terpinene ab 1017 - 0,014 +£0,012 0,026 + 0,038
B-Phellandrene ab 1029 0,431 0,939 £ 0,552 1,464 £ 1,779
Sesquiterpenos

a-Copaene ab 1376 0,042 0,047 = 0,039 0,050 £ 0,052
B-Caryophyllene *° 1428 - 0,082 + 0,031 0,121 +0,129
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Tabela 1: Continuagao

Compostos KI®  Planta Limpa (n=1)
Conc. (ng/pL/h)

Planta com T. evansi (n = 4) Planta com T. urticae (n = 4)
Conc. (ng/pL/h) Conc. (ng/pL/h)

Hidrocarbonetos

Mesitylene ° 995 0,039 0,142 + 0,223 0,144 + 0,240
Pseudocumene ° 1025 - 0,034 £ 0,068 0,051 +£0,103
Indane ° 1048 - 0,019 + 0,038 0,028 + 0,056
Nao Identificado 1 - - 0,122 £0,151 0,899 + 1,400
Nao Identificado 2 - - 0,047 £ 0,094 0,015 +£0,030
Nao Identificado 3 - - 0,025 £ 0,050 0,026 £ 0,053
Nao Identificado 4 - - 0,039 +£0,078 0,069 + 0,139
Nao Identificado 5 - - 0,050 £ 0,100 0,072 +£ 0,144
Nao Identificado 6 - - 0,024 + 0,049 0,063 £0,126
Nao Identificado 7 - - - 0,061 +£0,122
Nao Identificado 8 - - 0,046 £+ 0,092 0,043 + 0,087
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Tabela 1: Continuagao

Compostos KI®  Planta Limpa (n=1) Planta com T. evansi (n = 4) Planta com T. urticae (n = 4)
Conc. (ng/pL/h) Conc. (ng/pL/h) Conc. (ng/pL/h)

Cetonas

6-Methyl-5-Hepten-2-one ab 985 - 0,024 + 0,027 0,020 + 0,039

2-Undecanone ° 1294 - 0,044 + 0,056 0,035+ 0,070

2-Tridecanone ° 1496 0,485 0,631 +0,723 0,352 £0,591

Aldeidos

n-Nonanal *° 1100 0,111 0,150 £ 0,181 0,212 +0,278

n-Decanal *° 1201 0,112 0,139+ 0,165 0,181 +£0,248

Alcool

Geranyl Linalool ° 2027 - - 0,035+ 0,071

?Identificagdo de acordo com os tempos de retencdo e espectros de massa, em comparagio com os padrdes.

b Identificacdo de acordo com os espectros de massa e indices de Kovats (KI) em comparagdo com as bibliotecas de referéncia e comparacao do KI em
colunas semelhantes.

¢ Indice de Kovats.

4 Ntmero de plantas.

40



DISCUSSAO

Neste trabalho, podemos observar que existe uma diferenca no perfil de
compostos volateis emitidos por plantas de tomate limpas e plantas infestadas por T.
evansi ou T. urticae. As plantas infestadas pelos acaros fitéfagos emitiram um maior
nimero de compostos quimicos volateis em relagdo as plantas limpas. Foram
encontrados e identificados 7 compostos volateis nas plantas limpas enquanto que
nas plantas infestadas com T. evansi foram observados a produgdo de 23 compostos
(Tabela 1). Ja nas plantas infestadas com T. urticae, foram encontrados 25 compostos
quimicos que compdem a mistura de compostos volateis dessas plantas (Tabela 1).
Dentre os compostos quimicos que compdem a mistura de volateis das plantas
infestadas tanto por T. evansi quanto por T. urticae, 7 também estdo presentes nas
plantas limpas. Estes resultados mostram que existe uma diferenga grande no perfil
de compostos volateis emitidos por plantas limpas e plantas infestadas tanto por T.
evansi quanto por T. urticae.

Em resposta ao ataque de herbivoros, as plantas liberam uma mistura de
compostos organicos volateis, os quais tém sido interpretados como sinais das
plantas aos inimigos naturais dos herbivoros (Allison & Hare, 2009). Muitos estudos
tém sido realizados com relacdo a identificacdo destes compostos volateis (Bleeker et
al., 2009; Proffit et al., 2011; Copolovici et al., 2012), visando o melhor
entendimento do complexo planta-herbivoro na atra¢do dos inimigos naturais (van
Wijk et al., 2008; Zhang et al., 2009; van Wijk et al., 2010; Sznajder et al., 2011;
van Wijk et al., 2011). Os resultados obtidos aqui podem explicar a maior atragdo
dos predadores Phytoseiulus longipes, Phytoseiulus macropilis ¢ Cycloneda
sanguinea a odores de plantas infestadas com o acaro-vermelho ou com o acaro

rajado a plantas limpas.
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Resposta semelhante foi encontrada por Sarmento et al. (2011), onde foi
observado que volateis de plantas de tomate atacadas por T. evansi sio atrativos para
os acaros predadores P. longipes e P. macropilis em relagdo a volateis de plantas ndo
infestadas.

Kant et al. (2004) mostraram também que o aumento na produgdo de
compostos volateis de plantas de tomate infestadas com T. urticae coincidiu com a
preferéncia crescente do acaro predador Phytoseiulus persimilis para plantas
infestadas a plantas limpas.

O TMTT ¢ um dos principais volateis produzidos por tomates infestados com
acaros, ¢ também pode ser um dos principais compostos na formagdo de misturas
reconheciveis pelos inimigos naturais (Kant et al., 2004). Varios autores tém relatado
a presenga deste composto em plantas quando atacadas por acaros fitéfagos (Maeda
& Takabayashi, 2001; Kant et al., 2004; van Wijk et al., 2008; van Wijk et al., 2010;
Sarmento et al., 2011). No entanto, este composto ndo foi identificado em nenhuma
das amostras usadas neste trabalho. Por outro lado, alguns compostos identificados
neste estudo, como os monoterpenos e sesquiterpenos, tem sido também relatados em
alguns trabalhos (Kant et al., 2004; Proffit et al., 2011; Copolovici et al., 2012).

E conhecido que a mistura de produtos volateis liberados a partir de plantas
danificadas sdo frequentemente especificos, dependendo do tipo de herbivoro e sua
idade, abundancia e tipo de alimentagdo (Yoneya et al., 2009; McCormick et al.,
2012). No entanto, entre os diferentes grupos de plantas ¢ possivel observar os
mesmos grupos de compostos quimicos que compdem a mistura, como por exemplo,
os monoterpenos ¢ os sesquiterpenos. (Turlings et al., 1998; Arimura et al., 2004).
De acordo com McCormick et al. (2012), as quantidades relativas destes compostos

podem variar entre as plantas, o que pode contribuir para a especificidade do
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predador. van Wijk et al. (2010) testaram diferentes misturas contendo dois
compostos em diferentes concentracdes, afim de observar a resposta do predador P.
persimilis a estas fontes de odores. Os resultados obtidos mostraram que em
diferentes concentracdes a resposta do predador variou, podendo causar uma maior
atratividade ou repeléncia.

Quando comparamos plantas infestadas com T. evansi e plantas infestadas
com T. urticae, os 23 compostos volateis encontrados nas plantas infestadas com o
acaro-vermelho foram também encontrados nas plantas infestadas com o acaro
rajado (Tabela 1). Apenas 2 compostos foram encontrados somente nas plantas
infestadas com o acaro rajado (Geranyl Linalool e um composto nao identificado (7))
(Tabela 1). Podemos observar através desses resultados que o perfil de compostos
volateis emitidos a partir de plantas de tomate atacadas por essas duas espécies de
herbivoros ¢ muito similar qualitativamente. Quantitativamente, n3o foram
encontradas diferencas significativas nas concentragdes dos compostos volateis de
plantas infestadas com T. evansi ou T. urticae. Isso poderia explicar a ndo
preferéncia dos predadores P. longipes, P. macropilis e C. sanguinea por plantas
infestadas com o 4acaro-vermelho ou com o dcaro rajado.

Com os resultados obtidos neste trabalho, podemos concluir que o acaro-
vermelho T. evansi, que tem a capacidade de suprimir o sistema de defesa direto de
plantas de tomate, parece ndo interferir negativamente com o sistema de defesa

indireto destas plantas.
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CONCLUSOES GERAIS

Os predadores Phytoseiulus longipes, Phytoseiulus macropilis e Cycloneda
sanguinea sao capazes de distinguir entre os volateis de plantas de tomate infestadas
com os acaros Tetranychus evansi ou Tetranychus urticae e volateis de plantas de
limpas. Isso mostra que o complexo planta-herbivoro libera uma mistura de odores
atraentes a estes inimigos naturais. Entretanto, quando dada a escolha entre plantas
infestadas com T. evansi e plantas infestadas com T. urticae, os predadores ndo sido
capazes de distinguir, na situacdo testada, entre as duas fontes de odores produzidas.
Este resultado sugere que o perfil de compostos volateis emitidos pelas plantas
atacadas por essas duas espécies de herbivoros pode ser muito similar.

Com a analise qualitativa dos compostos volateis que foram coletados das
plantas limpas e plantas infestadas pelos dois 4caros fitofagos, foi possivel encontrar
uma diferencga significativa na composicao destes compostos entre plantas de tomate
limpas e plantas infestadas. Isso pode explicar a maior atratividade dos predadores
testados nos experimentos de olfatdmetro pelas plantas infestadas, seja por T. evansi
ou por T. urticae. No entanto, quando fazemos uma comparagdo entre plantas
infestadas com o &caro-vermelho e com o 4caro rajado, observamos que o perfil de
volateis emitido por essas duas fontes de odores foi bastante similar. Em uma anélise
quantitativa destes compostos, ndo encontramos diferencas significativas quando
analisamos cada composto separadamente. Estes resultados também podem explicar
a ndo preferéncia dos predadores por nenhuma das duas fontes de odores produzidas.

Logo, o acaro-vermelho T. evansi que tem a capacidade de suprimir o sistema
de defesa direto de plantas de tomate, parece ndo interferir negativamente com o

sistema de defesa indireto destas plantas.
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