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À minha famı́lia (Gloria Diva, Jaime Hernando, Elsa Maria) e enamorado

(German Estrada) e a todos aqueles que de certa forma acreditam em mim.
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herbivoria . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 47

1 Introdução . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 50

2 Material e Métodos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 53

2.1 Produção das plantas de cana de açúcar . . . . . . . . . . . . . . 53
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tipos de plantas de cana de açúcar infestadas por Diatraea saccha-

ralis, em campo. A proporção de parasitismo não foi significati-
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Resumo

PATIÑO GRISALES, Luisa F., M. Sc., Universidade Federal de Viçosa, ju-
lho de 2013. Resposta de Cotesia flavipes a voláteis de plantas de
cana de açúcar atacadas ou não por Diatraea saccharalis Orientador:
Eraldo Rodrigues de Lima. Co-orientador: Arnoldus Rudolf Maria Janssen.

Em todo o mundo plantações de cana de açúcar sofrem o ataque de pragas.

Uma das principais pragas é a broca da cana Diatraea saccharalis (Fabricius)

(Lepidoptera: Crambidae), uma carateŕıstica marcante de D. saccharalis é

a penetração no colmo, onde se alimenta do tecido afetando o ponto de de-

senvolvimento, produzindo o chamado ”coração morto”devido à presença do

fungo Colletotrichum falcatum. As plantas se protegem contra o ataque dos

herb́ıvoros através da combinação de defensas constitutivas e/ou induzidas

que reduzem o desempenho dos herb́ıvoros, interrompendo a propagação do

dano. Consequentemente, as plantas respondem à alimentação de herb́ıvo-

ros artrópodes produzindo uma série de compostos secundários, incluindo os

compostos voláteis orgânicos (VOCs), os quais são conhecidos por atrair os

inimigos naturais. Os inimigos naturais como parasitoides, são capazes de

explorar esses voláteis para localizar seus hospedeiros, como por exemplo,

usando os sinais qúımicos da alimentação. Dessa forma, estudos de com-

portamento para fontes de odores são importantes para o entendimento das

interações que ocorrem entre os organismos em uma teia alimentar. Assim

como o conhecimento dos compostos qúımicos que meiam a localização de
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plantas infestadas com herb́ıvoros pelos inimigos naturais, para ter uma me-

lhor compreensão da interação inseto-planta influenciando o terceiro ńıvel

trófico. Diante isto, este trabalho investigou as respostas de Cotesia flavipes

(Cameron) (Hymenóptera: Braconidae) aos voláteis de plantas de cana de

açúcar rusticas e atual (Archi, White pararia e RB867515), ilesas e infestadas

por D. saccharalis. No caṕıtulo 1 foram investigadas as preferências de C.

flavipes ao conjunto de plantas induzidas a herbivoria e plantas ilesas tanto

em laboratório quanto em condições de semi-campo. Os resultados mostram

que a vespa paraśıtica apresenta diferentes respostas, sendo que em laborató-

rio mostra escolha por espécies infestadas quanto em semi-campo não mostra

preferência, no entanto apresentando parasitismo no hospedeiro. No segundo

caṕıtulo identificamos os compostos voláteis emitidos por plantas infestadas

com D. saccharalis e plantas ilesas de cana de açúcar. Para acessar a esse

resultado foi utilizado o GC-MS para a identificação dos compostos, mos-

trando que quando comparamos plantas ilesas com plantas infestadas foram

encontrados e identificados uma quantidade superior de compostos voláteis

nas plantas infestadas, principalmente das espécies Archi e White pararia, já

que o perfil de voláteis da espécie RB867515 é bastante similar quando ilesa

e infestada. Os resultados obtidos através da identificação destes compostos

voláteis podem explicar as respostas obtidas no capitulo 1, os quais podem

mediar no comportamento de forrageamento de C. flavipes. Em linhas ge-

rais, pode-se concluir que esta vespa apresenta parasitismo independente do

complexo planta-herb́ıvoro, reduzindo a infestação e o dano por parte de D.

saccharalis em plantas de cana de açúcar.
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Abstract

PATIÑO GRISALES, Luisa F., M. Sc., Universidade Federal de Viçosa, july

of 2013. Cotesia flavipes response to volatile plant sugar cane at-

tacked or not by Diatraea saccharalis Adviser: Eraldo Rodrigues de

Lima. Co-Adviser: Arnoldus Rudolf Maria Janssen.

Worldwide sugar cane plantations suffer the pest attack. A major pest

is the sugarcane borer Diatraea saccharalis (Fabricius) (Lepidoptera: Cram-

bidae). A striking feature of D. saccharalis is the penetration on the stalk,

feeding on the tissues; affecting the developmet point, resulting in a condi-

tion known as ”dead heart” due to the presence of the fungus Colletotrichum

falcatum. The plants can protect itself from herbivores attack by a combina-

tion of constitutive and/or inducible defenses that reduces the performance

of herbivores, interrupting the spread of the damage. Accordingly, plants

respond to feeding herbivorous arthropods producing a series of secondary

metabolites, including volatile organic compounds (VOCs), which are known

to attract natural enemies. Natural enemies such as parasitoids, are able to

exploit these volatiles to locate their prey, for exemple, using feeding chem-

ical signals. Thus, behavioral studies are important for understanding the

interactions that occur between organisms in a food web. As the knowledge

of the chemical compounds that mediate the location of plants infested with

herbivores by natural enemies, to have a better understanding of insect-plant
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interaction influencing the third trophic level. Given this, in this study was

investigated the responses of Cotesia flavipes (Cameron) (Hymenoptera: Bra-

conidae) to volatile plant sugar cane rustic and current (Archi, White pararia

and RB867515) unscathed and infested by D. saccharalis. In the Chapter 1

was investigated the preferences of C. flavipes to the set of plants induced to

herbivory and plants unharmed in laboratory and semi-field conditions. The

results show that the parasitic wasp provides different responses, in the lab-

oratory showed choice for infested specie and semi-infested field conditions

show no preference, but present parasitism in the host. In the second chapter

we identify the volatile compounds emitted by plants infested with D. sac-

charalis and undamaged plants of sugarcane. To access this result was used

for GC-MS for the identification of compounds, showing that when compared

uninjured plants with infested plants were found and identified a larger quan-

tity of volatile components in the infested plants, especially on the species

Archi and White pararia, the profile of volatile of the specie RB867515 is very

similar between infested and unharmed sugar cane plants. The results ob-

tained through the identification of these volatile compounds may explain the

outputs obtained in the chapter 1, which may mediate the foraging behavior

of C. flavipes. In general, it can be concluded that this wasp showed par-

asitism, independently of the complex plant-herbivore, reducing infestation

and damage by D. saccharalis in sugarcane plants.
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Introdução Geral

A herbivoria impacta o desenvolvimento vegetativo e/ou reprodutivo das

plantas com consequências ecológicas e evolutivas (Dirzo, 1984; Coley et al.,

1985; Begon et al., 1996). A magnitude do impacto pode depender do tecido

consumido, da disponibilidade dos recursos e da intensidade e frequência

do dano (Coley, 1983; Dirzo, 1984). Nas plantas o padrão de crescimento,

a inversão de defesa e a longevidade se encontram correlacionadas, porque

está na disjuntiva constante de crescer, se multiplicar ou se defender como

argumenta a hipótese da disponibilidade de recursos (Coley et al., 1985).

Plantas desenvolveram uma grande variedade de estratégias para defesa

contra herb́ıvoros. Tais estratégias estão relacionadas com as caracteŕısti-

cas individuais da planta, as quais podem ser modificadas de acordo com a

interação entre o herb́ıvoro e seu inimigo natural, com a defesa atuando di-

retamente no herb́ıvoro, em seu inimigo ou em ambos. Estas caracteŕısticas

podem ser tanto qúımicas (tais como toxinas, redutores de digestibilidade

e balanço de nutrientes) ou f́ısicos (tais como pubescência e tenacidade do

tecido) (Price et al., 1980). A oportunidade de influenciar na interação entre

herb́ıvoros e inimigos naturais não seria boa se as caracteŕısticas defensivas

das plantas tivessem como resultado a morte rápida do herb́ıvoro. Por esta ra-

zão, herb́ıvoros provavelmente evoluiram, adaptando se ao meio, mostrando

uma efetiva desintoxicação (Feeny, 1976), já que isto tem uma importante

consequência para a interação entre o segundo e terceiro ńıvel trófico (Price

et al., 1980). Chan et al. (1978) estudou redutores de digestibilidade expres-

sos em plantas em Heliothis virescens (Lepidoptera:Noctuidae) mostrando

que, dependendo da porcentagem de tanino contido nas folhas, os inimigos

naturais se beneficiam (Feeny, 1976). Mas estes redutores de digestibilidade
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também podem afetar a interação entre o herb́ıvoro e seu inimigo natural

ao provocar a diminuição do tamanho corporal, e, portanto, a fecundidade

do herb́ıvoro (Campbell, 1962), influenciando na capacidade dos inimigos em

controlar uma população de herb́ıvoros (Van Emden, 1966; White, 1974).

Por outro lado, para que o inimigo natural encontre com êxito seu hos-

pedeiro, é preciso a presença de misturas de compostos voláteis, os quais

são os ingredientes odoŕıferos das plantas (Figueiredo et al., 2008) e tam-

bém resultado da herbivoria. No entanto, a composição destes compostos

varia de acordo com a parte e o estado fenológico da planta, sendo que, ao

mesmo tempo, essa composição pode sofrer grandes alterações já que dife-

rentes componentes nos estágios inicias podem ter uma concentração de 10%

a 50-70% em plena etapa de floração (Figueiredo et al., 2008). Segundo

Máñez et al. (1991), as mudanças na composição dos voláteis com a matu-

ração da planta são diretamente relacionadas com taxas mais elevadas de

ciclização e desidratação dos compostos. Estes compostos também são co-

nhecidos como semioqúımicos, sendo importantes mediadores de interações

tritróficas como predador-herb́ıvoro-planta ou parasitóide-herb́ıvoro-planta.

Estudos comportamentais e qúımicos provaram que predadores e parasitói-

des podem ser atráıdos por voláteis de plantas que são induzidos por suas

presas ou hospedeiros (Agelopoulos & Keller, 1994; Blaakmeer et al., 1994;

Turlings et al., 1995; Dicke et al., 1998; Du et al., 1998; Dicke et al., 1999;

Shiojiri et al., 2001).

O perfil de compostos voláteis induzidos por herb́ıvoros podem se diferen-

ciar quantitativa e qualitativamente a partir do perfil emitido em resposta aos

danos mecânicos, aumentado a liberação de voláteis a partir da alimentação

do hospedeiro. Quando larvas de Manduca sexta (Lepidoptera: Sphingidae)

se alimentam de Nicotiana attenuata ocorre um aumento na liberação de

terpenóides e uma diminuição nos ńıveis de nicotina (Kahl et al., 2000); Phy-

toseiulus persimilis (Acarina: Phytoseiidae), inimigo natural do ácaro rajado

Tetranychus urticae (Acari: Tetranychidae), é atráıdo pela mistura de com-

postos voláteis de várias espécies de plantas submetidas ao ataque pelo ácaro
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rajado (Dicke et al., 1990b). A variação de odores de plantas induzidas tem

sido estudada para determinação da especificidade do sinal, o que pode pro-

porcionar para os parasitóides e predadores informações sobre a identidade,

estágio e adequação do herb́ıvoro que ataca a planta (Gouinguené et al.,

2001, 2003; Loughrin et al., 1995; Takabayashi et al., 1991b; Turlings et al.,

1998b). Entretanto, a mistura de voláteis induzida pode variar entre os dife-

rentes estágios do herb́ıvoro que se alimentam de uma planta (Takabayashi

et al., 1995). Além disso, o potencial para a especificidade é complicado de-

vido à grande variabilidade na emissão de odor entre genótipos de plantas

(Takabayashi et al., 1991b; Loughrin et al., 1995; Turlings et al., 1998b).

A produção e liberação de substancias qúımicas voláteis que servem como

sinais para atrair e aumentar a eficiência dos inimigos naturais dos herb́ıvo-

ros não se limita apenas às partes da planta acima do solo (Rasmann et al.,

2005). Por exemplo, o nematóide entomopatogênico Heterorhabditis megidis

é atráıdo por exsudatos emitidos pelas ráızes de plantas de milho após danos

de Diabrotica virgifera (Coleoptera: Chrysomelidae). O componente mais

importante dos exudados foi o sesquiterpeno (E)-β−cariofileno, presente nas

ráızes danificadas. No entanto, através de melhoramento genético, genótipos

de milho já possuem o gene responsável por esse volátil silenciado, sendo que

na maioria das variedades que se originarem nos programas de melhoramento

da América do Norte esse volátil não é emitido em quantidades detectáveis

nas folhas de milho (Degen et al., 2004). A adição de (E)-β−cariofileno em

genótipos que não expressam este composto levou à mesma aceitação por

parte de H. megidis que os genótipos que liberam este sesquiterpeno após a

herbivoria (Rasmann et al., 2005). Não obstante, apesar do objetivo do me-

lhoramento ser aumentar as caracteŕısticas produtivas das plantas, algumas

caracteŕısticas e compostos destas tem se perdido durante suas reproduções

nos programas de melhoramento. A perda de defesa direta contra os her-

b́ıvoros durante a domesticação de plantas tem sido documentado (Sotelo,

1997), mas a perda de um sinal envolvendo defensa indireta tem sido pouco
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estudado (Rasmann et al., 2005). No entanto, sabe-se que a emissão de vo-

láteis em plantas tanto de forma constitutiva quanto induzida podem ser

modificadas por melhoramento genético, existindo a possibilidade de melho-

rar a resistência de plantas contra pragas importantes tanto direta quanto

indiretamente através do controle biológico melhorado (Åhman et al., 2010).

O melhoramento convencional é uma rota para modificar o perfil de voláteis

de plantas para que se tornem menos atraente para uma praga ou mais atra-

ente para os inimigos naturais da praga, embora se tem demonstrado que

os inimigos naturais podem ser atráıdos aparentemente por voláteis libera-

dos constitutivamente pelas plantas. Por exemplo, as preferências olfativas

por diferentes variedades de plantas tem sido reportadas para parasitóides

de af́ıdeos em cevada (Glinwood et al., 2009) e repolho (Kalule & Wright,

2004) quando as plantas estavam visivelmente sem dano. Com o acumulo de

conhecimento sobre quais caracteŕısticas das plantas são importantes para a

seleção do hospedeiro, se torna posśıvel uma criação mais seletiva do inimigo

natural. Dessa forma, voláteis atraentes e repelentes estão sendo identificados

em diversas culturas, incluindo batata doce (Wang & Kays, 2002), videira,

(Tasin et al., 2006) e milho (Rasmann et al., 2005). A partir dessas informa-

ções os critérios de seleção são sugeridos para melhora direta ou indireta de

resistência a pragas (Åhman et al., 2010).

No universo das plantas certamente há uma grande variação nas emis-

sões de voláteis. No entanto, apenas um número limitado de voláteis são

mais espećıficos e pasśıveis de exploração através do melhoramento conven-

cional devido ao cruzamento de barreiras entre a planta de origem e a cul-

tura. Ocorre variação genética intraespećıfica das taxas e composição de

emissões voláteis de espécies cultivadas, como algodão (Elzen et al., 1986),

arroz (Hernández et al., 1989; Rapusas et al., 1996), batata-doce (Wang &

Kays, 2002), pêra (Scutareanu et al., 2003), milho (Degen et al., 2004), trigo

(Weaver et al., 2009), cenoura (Nissinen et al., 2005) e tomilho (Mewes et al.,

2008). Entretanto, diferenças intraespećıficas nas emissões dos voláteis po-
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dem existir nos componentes qúımicos, concentrações ou quantidades totais.

Assim, presumivelmente, a praga teria que responder de forma diferente a

um mistura modificada para que isso seja útil como uma caracteŕıstica de

resistência. Visser & Avé (1978) foram os primeiros a mostrar que a propor-

ção dos compostos ub́ıquos em uma mistura de voláteis de plantas podem ser

mais importantes para atração do herb́ıvoro do que compostos isolados. Por

exemplo, Leptinotarsa decemlineata (Coleoptera: Chrysomelidae) foi atráıdo

pela mistura espećıfica de álcoois e aldéıdos C6 (GLVs) em batata, e sua

atração foi perdida se qualquer um dos componentes foi aumentado na con-

centração (Visser & Avé, 1978). Os inimigos naturais também respondem à

composição de voláteis emitidos por as plantas na presença de um herb́ıvoro

(Dicke et al., 2003).

A variação genética intraespećıfica da emissão de voláteis, induzida por

herb́ıvoros, demonstrado em diversas plantas de feijoeiro (Dicke et al., 1990a),

maçã (Takabayashi et al., 1991b), algodão (Loughrin et al., 1995), repolho

(Potting et al., 1999), tabaco selvagem (Halitschke et al., 2000), milho (De-

gen et al., 2004; Gouinguené et al., 2001; Hoballah et al., 2002), pêra (Scu-

tareanu et al., 2003), e cenoura (Nissinen et al., 2005) podem ser utilizadas

para a melhora da resistência indireta (Åhman et al., 2010). Por exemplo,

ńıveis de expressão do sesquiterpeno (E)-β-farneseno (Eβf) em plantas de

Arabidopsis thaliana (Capparales: Brassicaceae) modificadas com um gene

de Mentha piperita (Lamiales: Lamiaceae) para provocar a emissão pura

de Eβf e assim assegurar que a planta libere quantidades suficientes para

inundar outro sesquiterpeno endógeno produzido, resultando em efeitos so-

bre o comportamento de Myzus persicae (Hemiptera: Aphididae) (alarme

e respostas repelentes) e seu parasitóide Diaeretiella rapae (Hymenoptera:

Braconidae). Isso demonstra que a emissão resultante da transformação de

uma planta para a produção de um volátil, afeta as respostas comportamen-

tais em dois ńıveis tróficos (Beale et al., 2006). Já em milho, a herbivoria por

lepidópteros induz a liberação de uma mistura dos voláteis (E)-β-farneseno

e (E)-α-bergamoteno, atrativa a parasitóides, sendo suas śınteses mediadas
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pela enzima terpeno sintase TPS10. O gene que expressa essa enzima foi

introduzido em A. thaliana e a sobre-expressão deu como resultado plantas

que emitem altas quantidades de produtos TPS10 e mostraram que Cotesia

marginiventris (Hymenoptera: Braconidae) aprendem a explorar os sesqui-

terpenos para localizar seus hospedeiros lepidópteros após exposição prévia

a esses produtos voláteis, em associação com hospedeiros, sendo estes volá-

teis sinais para a defesa indireta após ataque do herb́ıvoro (Schnee et al.,

2006). Em brássicas, glucosinolatos tem sido considerados um sistema de

defesa eficaz contra herb́ıvoros, principalmente devido aos produtos formado

após a hidrólise por cima do tecido danificado, mas pouco se conhece sobre

as atividades biológicas de hidrólise alternativa dos nitrilos de protéınas epi-

tioespecificas (ESPs). Plantas de A. thaliana foram utilizadas para a super-

expressão de ESPs investigando os efeitos de nitrilos simples na defesa direta

e indireta contra Pieris rapae (Lepidoptera:Pieridae). Observando que o pa-

rasitoide Cotesia rubecula (Hymenoptera, Braconidae) foi atráıdo por nitrilos

simples expressados após a herbivoria (Mumm et al., 2008). Nestes casos,

a introdução de um gene estimulou a defesa indireta de plantas hospedei-

ras, atraindo predadores ou parasitóides aos sinais derivados, mostrando que

plantas melhoradas podem ser atraentes para os inimigos e o comportamento

do herb́ıvoro pode ser mudado, afetando as interações tritróficas. Vendo a

importância de como as interações tritróficas podem ser alteradas pelo pro-

cesso de seleção de plantas, este estudo visa avaliar se a defesa induzida por

herbivoria tem alguma diferença entre plantas rusticas e plantas atuais de

cana de açúcar, já que Diatraea saccharalis (Fabr.) (Lepidoptera: Crambi-

dae), principal praga da cana (Gallo et al., 2002), é encontrada em quase

todas as plantações de cana no Brasil e inevitavelmente se torna uma grande

ameaça para o cultivo que resulta em perda de produção para as indústrias

sucroalcooleiras (Falco, 2003).

A cana de açúcar, Saccharum officinarum (L.), é uma das culturas mais

antigas do mundo, iniciada cerca de 3000 anos, como um tipo de grama na ilha

de Nova Guiné que se estendeu para Borneu, Sumatra e Índia, é uma planta
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de clima tropical da famı́lia Poaceae, originária do sudeste da Ásia (Cesnik

& Miocque, 2004). Cristovão Colômbo a introduziu nas Américas em sua se-

gunda viagem (1493) à ilha Espanhola. Apenas em 1501 foram introduzidas

plantas com êxito. A partir do êxito das plantações de cana de açúcar em

Santo Domingo, a cultura foi levada ao longo do Caribe e América do Sul.

A cultura foi introduzida no Brasil em 1502, sendo considerada de grande

importância no âmbito sócio-econômico, devido à sua matéria prima na pro-

dução de alimento (Mendonça, 1996).O gênero Saccharum foi primeiramente

descrito por Linnaeus (1800) em seu livro Species Plantarum, encontrando-se

várias espécies neste gênero, como S. officinarum, S. spontaneum, S. sinense,

S. edule e S. barberi, as quais são consideradas do velho mundo. Em S. si-

nense temos as espécies White pararia e Archi, consideradas espécies antigas

por não terem sofrido modificações ao longo do tempo. Já em S. officinarum

temos a espécie RB867515, considerado atual por ser o resultado de cruza-

mentos (Barbosa et al., 2008), sendo conhecida pela produção abundante de

suco. Um dos grandes problemas da produção da cana de açúcar está relaci-

onado com a vulnerabilidade, durante todo o seu desenvolvimento, ao ataque

da broca da cana D. saccharalis, que normalmente ocorre com menor inci-

dência quando a cana é jovem, aumentando consideravelmente o seu ataque

com o desenvolvimento da planta, sendo que geralmente a cana-planta é mais

infestada, quando comparada à soca (Macedo & Botelho, 1988).

A broca da cana de açúcar, é uma espécie de ampla distribuição nas Amé-

ricas. Encontra-se desde os Estados Unidos até o Rio da Prata, na Argentina,

incluindo as Antillas (Linares, 1987). Considerada uma das principais pragas

da cana de açúcar nas Américas, a broca-da-cana, D. saccharalis provocam

injúrias diretas devido ao hábito de perfurar o colmo, causando a morte da

gema apical, enquanto que na cana adulta provoca brotações laterais, enrai-

zamento aéreo, atrofiamento dos entrenós e tombamento, reduzindo assim, a

produção agŕıcola e industrial (Mendonça, 1996). As injúrias indiretas são

consideráveis, pois ao penetrar no colmo, as lagartas formam galerias por
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onde penetram fungos que causam a podridão vermelha Colletotrichum fal-

catum (Went) e Fusarium moniliforme (Sheldon). Estes fungos invertem a

sacarose, diminuindo a pureza do caldo e o rendimento em açúcar (Botelho

& Macedo, 2002; Gallo et al., 2002).

O manejo integrado de D. saccharalis vem sendo realizado, principal-

mente pelo controle biológico, com parasitóides multiplicados em laboratório

e liberados no campo. Os parasitóides larvais da broca são os mais utili-

zados como método de controle no Brasil e no mundo (Pinto et al., 2006).

O parasitóide larval Cotesia flavipes (Cam) (Hymenoptera: Braconidae) foi

introduzido no Brasil, proveniente de Trinidade em 1974 para os canaviais de

Alagoas (Mendonça & Mendonça, 1996). Sua introdução e uso generalizado

no Brasil vem sendo considerado um sucesso, desde a sua introdução até os

dias atuais. As liberações são feitas de forma inundativa, visando interrom-

per o crescimento populacional da broca da cana (Botelho & Macedo, 2002).

Apesar de seu grande uso, são necessários estudos detalhados sobre o com-

portamento de C. flavipes às diferentes misturas de voláteis das espécies de

cana de açúcar após a injuria do herb́ıvoro. As informações a serem obtidas

poderão despertar o interesse de produtores e pesquisadores com relação ao

controle biológico de Diatraea saccharalis nos diferentes espécies cultivadas.

Considerado a posśıvel diferença na emissão dos voláteis em plantas de

cana de açúcar induzidas por herbivoria e sendo que a localização pelo para-

sitóide para seu hospedeiro possivelmente depende dos odores, este trabalho

objetiva elucidar a relação das fêmeas de C. flavipes frente aos diferentes per-

fis de voláteis de plantas rústicas e atual. Esperava-se que o parasitoide teria

preferência por plantas rústicas, originárias do velho mundo (Cheavegatti-

Gianotto et al., 2011), já que C. flavipes é endêmica do Sudeste Asiático e

apresenta associação com brocas da famı́lia Crambidae e Noctuidae (Gifford

& Mann, 1967).

Os resultados deste estudo pode levar-nos a observar se as misturas de

voláteis das diferentes espécies influenciam a busca de C. flavipes para con-

trolar seu hospedeiro . Desse modo, nossa perspectiva é promover novos
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estudos sobre a história evolutiva e consequências ecológicas das interações

entre ńıveis multitróficos, levando à exploração dos sinais que protegem as

culturas.
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Mendonça, A., & A. Mendonça. 1996. Guia das principais pragas da cana-
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Schnee, C., T. G. Köllner, M. Held, T. C. Turlings, J. Gershenzon, & J. De-

genhardt. 2006. The products of a single maize sesquiterpene synthase form

a volatile defense signal that attracts natural enemies of maize herbivores.

Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of

America 103:1129–1134.

Scutareanu, P., J. Bruin, M. A. Posthumus, & B. Drukker. 2003. Cons-

titutive and herbivore-induced volatiles in pear, alder and hawthorn trees.

Chemoecology 13:63–74.



16

Shiojiri, K., J. Takabayashi, S. Yano, & A. Takafuji. 2001. Infochemically

mediated tritrophic interaction webs on cabbage plants. Population Ecology

43:23–29.

Sotelo, A., 1997. Constituents of Wild Food Plants. Pages 89–111 in T. Johns

& J. Romeo, editors. Functionality of Food Phytochemicals, volume 31 of

Recent Advances in Phytochemistry . Springer US.

Takabayashi, J., M. Dicke, & M. A. Posthumus. 1991. Variation in com-

position of predator-attracting allelochemicals emitted by herbivore-infested

plants: relative influence of plant and herbivore. Chemoecology 2:1–6.

Takabayashi, J., S. Takahashi, M. Dicke, & M. Posthumus. 1995. De-

velopmental stage of herbivore Pseudaletia separata affects production of

herbivore-induced synomone by corn plants. Journal of Chemical Ecology

21:273–287.
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1995. How caterpillar-damaged plants protect themselves by attracting para-

sitic wasps. Proceedings of the National Academy of Sciences 92:4169–4174.

Turlings, T. C., U. B. Lengwiler, M. L. Bernasconi, & D. Wechsler. 1998.

Timing of induced volatile emissions in maize seedlings. Planta 207:146–152.

Van Emden, H. 1966. Plant insect relationships and pest control. World

Rev. Pest Control 5:115–123.
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Janssen1,2, Eraldo Lima1.

1Departamento de Entomologia, Universidade Federal de Viçosa, Viçosa-MG, Brasil.
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Resumo

Voláteis de plantas induzidos por herb́ıvoros podem servir como de-

fesas indiretas, sendo sinais que atraem os inimigos naturais. Vários

parasitóides são conhecidos por utilizar tais sinais para localizar seus

hospedeiros, como Cotesia flavipes, que é atráıdo pelos voláteis induzi-

dos por injúrias de larvas de Diatraea saccharalis. A cana de açúcar no

Brasil vem sendo melhorada há mais de 500 anos. Este projeto tem

o objetivo de testar a atratividade de compostos voláteis induzidos

pela herviboria em duas espécies rusticas das plantas induzidas por

herbivoria de duas espécies rusticas (White pararia e Archi) e de uma

espécie cultivada atualmente (RB867515) de cana de açúcar. Em um

olfatômetro do tipo ”Y”, plantas da mesma espécie, induzidas e limpas,

ou de plantas induzidas de espécies diferentes foram oferecidas ao pa-

rasitóide em bioensaios de escolhas. Simultaneamente, em condições

de semi-campo as três espécies de cana foram oferecidos em gaiolas e

dispostas em três conjuntos de plantas induzidas das espécies rústicas

e atuais para experimentos de escolha. Este trabalho evidencia as res-

postas dos parasitóides aos diferentes conjuntos de plantas tanto em

condições de laboratório quanto em condições de semi-campo. Estes

experimentos demostraram a presença de interações indiretas, o que

indica a presença de infoqúımicos mediados por interações tritroficas

nas plantas. Então, sugere-se que fêmeas de C. flavipes em busca de

hospedeiros utilizam uma mistura de voláteis presente no ar, os quais

são emitido por plantas que estão sendo alimentadas por hospedeiros.

Os resultados são discutidos no contexto das interações tritroficas e

como a busca pelo hospedeiro pode ser influenciada por diferentes

componentes do sistema.
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Abstract

Induced plant volatiles by herbivores may serve as indirect de-

fense, being signals that attract natural enemies. Several parasitoids

are known to use these signals to locate their hosts, as Cotesia flavipes,

which is attracted by volatiles induced by injuries of Diatraea sacchar-

alis larvae. Sugarcane in Brazil has been improved for over 500 years.

The objetive of this study is the evaluate the attractiveness of com-

pounds induced by herbivory on two rustic species (White pararia and

Archi) and a specie currently cultivated (RB867515) of sugarcane. In

an olfactometer type ”Y”, plants of the same specie, induced and clean,

or induced plants of different species were offered to the parasitoid in

bioassays choices. Simultaneously, in semi-field conditions the three

sugarcane species were offered in cages, arranged in three sets of in-

duced rustic species and current sugarcane for experiments of choice.

This work shows that the responses of parasitoid to different sets of

plants both in laboratory and in semi-field conditions. These exper-

iments demonstrated the presence of indirect interactions, indicating

the presence of infochemicals mediated by tritrophic interactions in

sugarcane plants. Therefore, it is suggested that C. flavipes females

seeking of hosts using a mixture of volatiles present in the air, which

are emitted by plants that are fed by hosts. The results are discussed

in the context of tritrophic interactions and how the search for the

host can be influenced by different components of the system.
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1 Introdução

As plantas são constantemente atacadas por herb́ıvoros e patógenos, que

as utilizam como local proṕıcio para seu desenvolvimento. Dessa forma, as

plantas devem destinar uma fração de seus recursos metabólicos para se de-

fender (Feeny, 1976). Ao investir em defesa, a planta ganha proteção contra a

herbivoria ,mas, ao fazê-lo, também pode beneficiar plantas vizinhas (Sabelis

et al., 2002).Dessa forma, pode ser que as estratégias de defesa das plan-

tas incluam, as condições do estado das plantas de seu entorno (Farmer &

Ryan, 1990; Bruin et al., 1992, 1995; Shonle & Bergelson, 1995; Avdiushko

et al., 1997). Então, as plantas se protegem contra o ataque de herb́ıvoros

através da combinação de defesas constitutivas e induzidas que reduzem o

desempenho dos herb́ıvoros e, consequentemente, interrompem a propagação

do dano. Essas duas formas de defesa são cruciais para as plantas se defend-

erem contra pragas não patogênicas, como os insetos (Karban & Baldwin,

1997; Kant et al., 2004).

Desde Price et al. (1980), as pesquisas sobre a expressão de caracteŕısticas

das plantas que facilitam o controle dos herb́ıvoros avançaram, contrastando

com outras caracteŕısticas defensivas das plantas como compostos tóxicos,

tenacidade de folha ou tricomas, que reduzem diretamente a aptidão do her-

b́ıvoro e, assim, aumentam o desempenho da planta (Duffey & Stout, 1996).

A emissão de voláteis de plantas induzidos pela herbivoria (HIPVs)(Dicke &

Baldwin, 2010) é observada como um fenômeno generalizado. Tais emissões

tem sido interpretadas como meio de defesa das plantas, já que predadores e

parasitoides podem utilizar estes sinais para localizar sua presa/hospedeiro

(Turlings & Wäckers, 2004; Dicke & Baldwin, 2010), além de servir como co-

municação dentro da planta e entre plantas (por exemplo, Fowler & Lawton



22

(1985); Shonle & Bergelson (1995); Baldwin et al. (2002)) (Frost et al., 2007).

É fato que tanto os predadores quanto os parasitoides utilizam eficazmente os

sinais qúımicos proporcionados pelas plantas (Dicke & Sabelis, 1989a; Dicke

et al., 1990a) o qual tem sido a base para a hipótese de que plantas po-

dem ativamente recrutar os inimigos dos herb́ıvoros (Dicke & Sabelis, 1989a;

Turlings et al., 1990b; Sabelis & De Jong, 1988; Whitman & Eller, 1990).

Em outras palavras, as formas de comunicação entre plantas e o terceiro

ńıvel trófico tem evolúıdo (Janssen et al., 2002).

Portanto, as plantas são conhecidas por sua capacidade de produzir uma

diversidade de metabolitos secundários (Schoonhoven et al., 2005), alguns

dos quais são liberados no ar após o ataque ou deposição de ovos por her-

b́ıvoros (Dicke et al., 2009; Mumm & Hilker, 2006), chamados HIPVs (Dicke

& Baldwin, 2010). Alterações das plantas, produzidas pela herbivoria não

só afeta o indutor mas também outras espécies de herb́ıvoros que atacam

as plantas induzidas (Sabelis et al., 2007), num processo conhecido como

defesa indireta, que só pode surgir se existe a planta como um organismo

intermediário (Wootton, 1994). Mudanças na qúımica da planta, ativadas

pela saliva ou regurgitado do inseto herb́ıvoro (McConn et al., 1997), não só

alteram a composição e a densidade de espécies de herb́ıvoros, mas também

o tipo e abundância de inimigos naturais (Sabelis et al., 2007). Quando a

planta expressa a defesa indireta, ela não atua diretamente sobre o segundo

ńıvel trófico, mas, indiretamente, através do terceiro ńıvel trófico (Price et al.,

1980). Assim, as plantas podem ativamente influenciar a estrutura trófica

das comunidades de artrópodes que vivem nelas e manipular a teia alimentar

de tal forma que ela age como um ”sistema imune externo” (Sabelis et al.,

2007). Então, a herbivoria pode induzir a liberação de substâncias qúımicas

voláteis espećıficas por parte da planta (Dicke & Sabelis, 1989a; Dicke et al.,

1990b,a; Turlings et al., 1990b, 1995) que revelam a presença de herb́ıvoros

a seus inimigos ou induzir a planta à produção de alimentos tais como néc-
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tar extrafloral, que promovem a sobrevivência do predador ou mesmo sua

reprodução (por exemplo, Sabelis et al. (1999, 2005)).

No entanto, sabe-se que a emissão de voláteis em plantas tanto de

forma constitutiva quanto induzida podem ser modificadas por melhoramento

genético, existindo a possibilidade de melhorar a resistência de plantas con-

tra pragas importantes tanto direta quanto indiretamente através do controle

biológico melhorado (Åhman et al., 2010).

Beale et al. (2006) e Schnee et al. (2006) demostraram que a emissão re-

sultante da transformação de uma planta para a produção de um volátil afeta

as respostas comportamentais em dois ńıveis tróficos, ou seja, em ambos os

casos a introdução de um único gene estimulou a defesa indireta de plan-

tas hospedeiras, atraindo parasitóides aos sinais derivados. Isso mostra que

plantas melhoradas podem ser atraentes para os inimigos naturais e que o

comportamento do herb́ıvoro pode ser mudado, afetando assim as interações

tritróficas.

Fêmeas de parasitoides são guiadas por HIPVs para a busca de seus hos-

pedeiros (Dicke, 1999; Shiojiri et al., 2001; Hilker & Meiners, 2002; Turlings

et al., 2002; Steidle & Van Loon, 2003), tendo a capacidade de distinguir os

hospedeiros parasitados e aceitá-lo ou não para sua oviposição, sendo este

um comportamento generalizado para parasitóides himenópteros (Vinson,

1985; Van Alphen & Visser, 1990).Cotesia flavipes (Cam) (Hymenoptera:

Braconidae) é um dos mais importantes agentes de controle biológico da

broca Diatraea saccharalis(Fabr.) (Lepidoptera: Crambidae). No entanto,

estudos de laboratório e campo indicam que o desempenho dos parasitóides

pode diferir entre espécies de plantas, variedades ou cultivares (Verkerk &

Wright, 1996). Portanto, o presente estudo baseia-se na existência de uma

variação interespećıfica para esclarecer se a liberação de voláteis induzidos

por herbivoria acima do solo nas plantas de cana de açúcar (Saccharum sp.),

em condições de semi-campo e laboratório, leva a uma atração diferencial

de C. flavipes na procura de seu hospedeiro. Foram selecionadas três espé-

cies de cana de açúcar, compreendendo a espécie mais plantado no Brasil
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(RB867515) (CTC, 2011), desenvolvido através de cruzamentos (Barbosa

et al., 2008), denominada ”atual” e duas espécies (Archi e White pararia) do

banco de germoplasma da Universidade Federal de Viçosa, denominadas ”rús-

ticas” por serem espécies originárias do velho mundo (Europa, Ásia e África),

onde começou o desenvolvimento desta cultivar (Cheavegatti-Gianotto et al.,

2011). C. flavipes, endêmica do Sudeste Asiático, apresenta associação com

brocas da famı́lia Crambidae e Noctuidae, tendo a capacidade de encontrar

seu hospedeiro e desenvolver todo seu ciclo (Gifford & Mann, 1967). As-

sim, pelo fato do parasitoide ter evolúıdo com os cultivares de cana de açúcar

para o controle de D. saccharalis, testou-se a hipótese de que C. flavipes teria

uma maior preferência por voláteis induzidos por herbivoria da planta atual

em olfatômetro do tipo Y e em gaiolas em condições de semi-campo. Dessa

forma, este trabalho fornece evidências necessárias para mostrar como o pa-

pel dos voláteis tanto de plantas como de herbivoros, influencia na localização

do hospedeiro, apresentando um método de controle de pragas baseado em

insetos benéficos.
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2 Material e Métodos

2.1 Produção das plantas de cana de açúcar

Estacas maduras do terço médio da planta de cana de açúcar (Saccharum

spp.) das espécies rústicas (White pararia e Archi) e atuais (RB 867515)

foram quinzenalmente semeadas em uma casa de vegetação. Estas foram

semeadas em bandejas de plástico utilizando um substrato comercial para

mudas (substrato para plantas, Tropstrato HT hortaliças), mantidas em casa

de vegetação com controle de temperatura, umidade, luz natural e regadas

diariamente até atingirem a idade para o transplante. Ao atingir os 20 dias

de semeadura, as mudas foram transplantadas para vasos plásticos pretos de

1,5 L contendo uma mistura de terra com substrato em uma proporção 1:1.

Feito isso, elas foram colocadas em bancadas com irrigação automatizada e

uma semana depois foi realizada uma adubação de NPK (20-5-20) 2 gramas

por planta, aplicando água imediatamente e repetindo 30 dias depois. As

plantas foram utilizadas para os experimentos, utilizando canas da mesma

idade fenológica (60 dias) e com sete folhas perfeitamente desenvolvidas.

2.2 Criação de Diatraea saccharalis e Cotesia flavipes

Os indiv́ıduos de D. saccharalis utilizados nesse trabalho foram criados

em dieta artificial (Hensley & Hammond, 1968) e as pupas foram mantidas

em recipientes com papel filtro umidecidos, até a emergência dos adultos.

Todos os insetos foram criados em condições controladas sob temperatura de

26 ± 2◦C, umidade relativa de 60 ± 2% e fotopeŕıodo de 12 horas.

Para a obtenção dos ovos, foram utilizadas gaiolas de PVC de 30x20

com 50 casais de D. saccharalis onde foi fornecido um algodão com água. As
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gaiolas foram vistoriadas diariamente para monitorar a ocorrência de cópulas

e oviposições.

Os indiv́ıduos de C. flavipes utilizados foram criados em lagartas de D.

saccharalis de terceiro instar. Foi colocado papel toalha em uma bancada e

depois jogado em cima deste um pouco de lagartas. Cada larva individual-

mente foi segurada com uma mão utilizando luva de procedimento cirúrgico,

a qual foi manejada com cuidado para não feri-la ou matá-la e foi colocada

perto de uma vespa fêmea que subiu na lagarta parasitando e inoculando os

ovos sobre a mesma. As vespas se encontraram dentro de copos de plástico

tampados, as quais se deixaram sair pouco a pouco, para não ter presença

de superparasitismo.

Depois de serem parasitadas, foram colocadas dez lagartas em placas de

Petri com dieta. Para maximizar a produção de vespas, as placas foram

dispostas em uma sala com temperatura de 23 − 25◦C. Permanecendo nessa

sala por 15 dias, formando as massas de casulos.

As pupas de C. flavipes que formaram, foram removidas com ajuda de

uma pinça, quebrando-se a dieta e retirando-as. Cada massa de pupas foi

colocada em uma placa, onde foram separadas as massas mais novas (cor

branco) e as massas perto à emergência (cor preto) em diferentes potes,

colocando entre 5 e 7 massas por cada copo de plástico que continuarem no

laboratório e foram utilizadas nos experimentos, respectivamente.

2.3 Experimento de olfatômetro e semi-campo

Observou-se as respostas de Cotesia flavipes aos voláteis de plantas limpas

e plantas infestadas com Diatraea saccharalis das diferentes espécies. As

respostas das fêmeas do parasitóide foram medidas em um olfatômetro de

tubo em Y (Pallini et al., 1997; Janssen, 1999). O olfatômetro consiste de

um tubo de vidro em forma de Y. Em cada braço (lado) do olfatômetro vai

conectado, por meio de mangueiras de plástico escuras, um recipiente de vidro

(38x50x81cm) onde serão colocadas as fontes de odores: um conjunto de 2
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plantas foram infestadas 48 horas antes dos testes com D. saccharalis com

8 indiv́ıduos por planta ou não serão infestadas (controle). Os recipientes

onde forem postas as plantas tem uma entrada de ar na parte inferior de

um lado para que funcione o sistema. As cubas, forem fechadas na parte

superior com tampas de vidro com o objetivo de fechar o sistema, evitando

com isso a passagem de ar por frestas. Uma bomba de vácuo foi conectada

à base do olfatômetro para formar uma corrente de ar para que pudesse

conduzir os voláteis das fontes de odores para dentro do olfatômetro. A

velocidade da corrente de ar em cada braço foi medida por meio de um

anemômetro (VelociCalc R©, Modelo: 9545-A) e essa velocidade foi a mesma

nos dois braços do olfatômetro (0,46 m/s). As velocidades foram medidas

previamente, visando obter a melhor resposta do parasitoide na toma de

decisão.

Foi utilizado fêmeas emergidas do mesmo dia (zero dias de idade) e tes-

tadas individualmente. Cada indiv́ıduo foi liberado na extremidade basal do

olfatômetro de forma a caminhar contra a corrente de ar formada em direção

às fontes de voláteis. Ao atingirem a junção do tubo, os parasitóides respon-

diam por uma das fontes. O teste era terminado quando cada parasitóide

atingia o extremo final do braço escolhido. Foram testadas as seguintes com-

binações de odores: (i) Archi limpa x Archi infestada; (ii) White pararia

limpa x White pararia infestada; (iii) RB867515 limpa x RB867515 infestada;

(iv) Archi infestada x RB867515 infestada e (v) White pararia infestada x

RB867515 infestada com D. saccharalis, para testar como os voláteis emiti-

dos de plantas rústicas e atuais influenciam no comportamento e preferências

do parasitoide.

Em cada experimento foram feitas quatro repetições e com cada repetição

foi utilizado diferentes grupos de plantas e artrópodes. Foram testados 20

parasitóides por repetição, totalizando 80 insetos por tratamento. A cada

cinco animais testados, as fontes de odores foram trocados de posição nos

braços do olfatômetro, em função de posśıveis interferências do meio am-

biente. Foi tolerado um prazo de até dez minutos para a escolha de cada
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parasitóide pelas fontes de odores. Não havendo escolha após este tempo, o

resultado em questão foi eliminado, tomando-se só para o analise os insetos

que responderam.

Simultaneamente, em semi-campo, foram colocadas seis plantas, 3 plantas

White pararia e 3 plantas RB867515 em uma gaiola (160*160*120 cm) dis-

tribúıdas de forma alterna, com as folhas de cada planta asseguradas com um

barbante e uma distancia de 50 cm entre plantas, de maneira que nenhuma

das folhas se toquem entre sim, infestadas com 8 larvas cada uma por um

peŕıodo de 48 horas. Juntamente em outra gaiola foram colocadas 3 plantas

Archi e 3 plantas RB867515 com a mesma quantidade de larvas e o mesmo

peŕıodo de infestação, em seguida, foram liberadas em cada gaiola 30 vespas

em um pote de plástico de 100 ml que foi pendurado com um barbante no

centro da gaiola, para assim confirmar a resposta do olfatômetro, registando-

se por cada tratamento o numero de lagartas parasitadas em cada planta após

24 horas depois da liberação e se tanto a espécie quanto posição influencia

no parasitismo de Cotesia flavipes. Este experimento teve 4 repetições por

conjunto de plantas (tratamento), e as posições dos genótipos foram alter-

nandas conforme as extremidades de um hexagono, consistindo de 3 plantas

de cada variedade colocadas alternadamente na gaiola.

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

com distribuição de tipo Poisson (Crawley, 2012).
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3 Resultados

3.1 Escolha do hospedeiro em olfatômetro

Fêmeas de Cotesia flavipes recém emergidas foram expostas pela primeira

vez a plantas infestadas e não infestadas de cana de açúcar, mostrando pref-

erencia para plantas infestadas quando contrastadas com plantas limpas de

Archi, White pararia e RB867515 (χ2 = 50.62; g.l = 1; p = 1.121 × 10−12);

(χ2 = 20.93; g.l = 1; p = 4.764 × 10−6), (χ2 = 11.5297; g.l = 1; p =

0.00068), respectivamente, (Figura 1). Quando se testou plantas infestadas

de diferentes genótipos a resposta das fêmeas variou conforme o genótipo.

O genótipo RB867151 quando contrastado com Archi foi menos preferido

(χ2 = 16.797; g.l = 1; p < 0.0001), mas quando contrastato com White

pararia foi mais preferido (χ2 = 10.011; g.l = 1; p = 0.0015), (Figura 2).
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Figure 1: Resposta deCotesia flavipes em olfatômetro de tubo Y a odores
de genótipos de plantas de cana de açúcar limpas ou infestadas por Diatraea
saccharalis. Os asteriscos indicam diferenças significativas entre cada teste
de escolha ***P <0,001. As barras indicam o erro padrão.
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Figure 2: Resposta de Cotesia flavipes em olfatômetro de tubo Y a odores de
genótipos de plantas de cana de açúcar infestadas por Diatraea saccharalis,
em olfatômetro de tubo Y. Os asteriscos indicam diferenças significativas
entre cada teste de escolha ** P <0,01, ***P <0,001. As barras indicam o
erro padrão.

3.2 Escolha do hospedeiro em condições de semi-

campo

Fêmeas expostas ao conjunto de plantas infestadas nas condições de semi-

campo, não mostraram nenhuma escolha aos genótipos testados (Figura 3 e

Figura 4), e tampouco para a posição das plantas.
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Figure 3: Proporção de parasitismo de Cotesia flavipes em diferentes genóti-
pos de plantas de cana de açúcar infestadas por Diatraea saccharalis, em
condições de semi-campo. A proporção de parasitismo não foi significativa-
mente diferente para os genótipos testados. As barras indicam o erro padrão.
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Figure 4: Proporção de parasitismo de Cotesia flavipes em diferentes genóti-
pos de plantas de cana de açúcar infestadas por Diatraea saccharalis, em
campo. A proporção de parasitismo não foi significativamente diferente para
os genótipos testados. As barras indicam o erro padrão.
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4 Discussão

O sucesso reprodutivo dos parasitoides está fortemente correlacionado

com a qualidade e quantidade de parasitismo. Há, portanto, uma ligação

entre o êxito do local de acolhimento (meio ambiente, planta, hospedeiro)

e o fitness do parasitóide. Dessa forma, é de se esperar que os parasitóides

evolúıram a capacidade de usar ou aprender a usar est́ımulos que aumentem

a probabilidade de encontrar hospedeiros adequados.

A atratividade e parasitismo de uma espécie da famı́lia Braconidae a plan-

tas induzidas por herbivoria de Diatraea saccharalis de duas espécies rusticas

(White pararia e Archi) e de uma espécie cultivada atualmente (RB867515),

foi demostrada tanto em condições de laboratório quanto de semi-campo,

ilustrando a importância da interação planta-herb́ıvoro para o acolhimento

dos parasitoides (Kester & Barbosa, 1991; Elzen et al., 1983; Turlings et al.,

1990b, 1991b). A fim de encontrar seu hospedeiro, os inimigos naturais dos

herb́ıvoros muitas vezes fazem uso efetivo de compostos voláteis de plantas

que são emitidos quando sofrem herbivoria (Turlings et al., 1998a), como

observado em Cotesia flavipes por Potting et al. (1995). Esses voláteis es-

tão envolvidos no comportamento de forrageamento tanto de predadores e

parasitoides, como no caso de ácaros predadores que utilizam esses voláteis

de forma eficiente na busca do ácaro fitófago Tetranychus urticae (Dicke &

Sabelis, 1989a; Dicke et al., 1990b,a) e no caso de vespas paraśıticas que

buscam herb́ıvoros como hospedeiros para sua prole aplicando a mesma es-

tratégia (por exemplo, Turlings et al. (1990b, 1995); Steinberg et al. (1993);

Agelopoulos & Keller (1994); Mattiacci et al. (1994)).

Neste contexto, C. flavipes mostrou preferência por plantas infestadas por

D. saccharalis no experimento conduzido no olfatômetro em tubo Y (Fig-
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ure 1), ratificando que os inimigos naturais dos artrópodes podem fazer uso

dos HIPVs emitidos sistematicamente e em grandes quantidades. Sendo que

a disponibilidade de outros sinais é limitada, parece que tanto parasitoides

quanto predadores tem se adaptado ao uso de voláteis detectáveis de plantas

(Tumlinson et al., 1992; Vet & Dicke, 1992).

Price et al. (1980) e Vinson et al. (1977) foram alguns dos primeiros a sug-

erir que as plantas podem recrutar ativamente os inimigos naturais depois de

submetidos à herbivoria. Assim, fêmeas de C. flavipes respondem a uma com-

plexidade de odores advindos da interação planta-hospedeiro, demonstrando

preferência em alguns casos, como visto nas respostas em olfatômetro (Fig-

ure 2) quando dois conjuntos de plantas de diferentes espécies infestadas com

D. saccharalis foram oferecidas. Dessa forma, a emissão de semioqúımicos

de alguma forma muda e evoca a resposta da fêmea. Portanto, os resultados

sugerem que cada associação entre D. saccharalis e cana de açúcar emite sua

própria mistura de voláteis que é detectada por C. flavipes. Por outro lado, os

fluxos de odores no tubo Y não se misturam. Antes da junção do tubo cada

odor só preenche uma de suas metades, já que a velocidade da corrente de

ar é dobrado nessa parte (Sabelis & Baan, 1983), demostrando efetivamente

que os HIPVs se diferenciam no olfatômetro, por tanto, as respostas de C.

flavipes para os sinais qúımicos de cada conjunto de plantas são confiáveis.

As respostas dos inimigos naturais podem estar influenciadas diretamente

pelas variações nas propriedades da interação planta-herb́ıvoro, tanto posi-

tiva quanto negativamente(Price et al., 1980). Além disso, as plantas podem

proporcionar odores ou outras condições atraentes para os inimigos naturais

(Price et al., 1980) e os processos comportamentais destes serão afetados

por fatores como a idade, estado fisiológico da planta, pela experiência do

inimigo natural, fatores ambientais (Geervliet et al., 1998) e porque os hi-

menópteros evitam plantas que estão com presencia de parasitoides e larvas

já parasitadas que conduze a uma distribuição não agregada de parasitoides,

mostrando que sinais voláteis podem causar interações intraespećıficas no
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terceiro ńıvel trófico (Vinson, 1985; Van Alphen & Visser, 1990; Janssen

et al., 1995b). Portanto, devido a essas posśıveis influências, é mais fácil

compreender o porquê das respostas obtidas em outras condições. Sendo que

fêmeas expostas a diferentes espécies de Saccharum injuriadas dentro de uma

gaiola em condições de semi-campo não apresentaram preferência sobre al-

guma espécie espećıfica, contrariando os resultados do olfatômetro (Figure 3

e Figure 4). O parasitoide estão, é influenciado por uma série de est́ımulos

que determinam a escolha e a habilidade de encontrar hospedeiros aceitáveis.

Estes est́ımulos, como por exemplo o desenho das folhas, cores e atrativo da

plantas, agem em sequência, influenciando a busca e a seleção de hospedeiros

em campo (Monteith, 1955). Dado que não houve grau de preferência de C.

flavipes por espécie de cana de açúcar, a busca por hospedeiros pode estar

aparentemente influenciada tanto por est́ımulos qúımicos ou quimiotácteis

emitidos pelo hospedeiro (Monteith, 1955; Vet, 1999; Janssen et al., 1995a),

quanto por sinais visuais (Tanaka et al., 1999) e acústicos (Feener Jr & Brown,

1997).

No entanto, para os parasitoides, os sinais olfativos são mais importantes,

porque além das substâncias liberadas na interação inseto-planta, também

há a liberação de substâncias qúımicas por parte do hospedeiro (odores de

fezes, muda, alimentação, feromônios sexuais e de agregação, secreções das

glândulas salivares e secreções cuticulares) que podem ser utilizadas pelos in-

imigos naturais. Mas, enquanto os sinais vindos do hospedeiro são utilizados

pelo inimigo natural a curtas distâncias, os odores provenientes da interação

inseto-planta são geralmente percebidos a longas distâncias (Jervis, 2005).

O desempenho do parasitóide também pode ser afetado pela quantidade e

qualidade (composição) da mistura de voláteis advindas dessas interações

(Hoballah et al., 2002). Dessa forma, é posśıvel, que os resultados encontra-

dos de parasitismo nas gaiolas foram principalmente mediados pelos sinais

emitidos pelos herb́ıvoros e por as interações intraespećıficas no terceiro ńıvel
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trófico (van Baalen & Sabelis, 1993), uma vez que, não houve discriminação

entre as espécies como observado em resultados anteriores (Figure 2).

Em resumo, nosso estudo mostra claramente que C. flavipes pode apre-

sentar preferência por uma espécie ou não nos experimentos conduzidos em

laboratório e semi-campo, mas sem afetar o desempenho do parasitoide, por-

tanto, rejeitamos a hipótese testada, já que a vespa não mostrou só preferên-

cia por plantas RB867515 nos experimentos conduzidos. Não é posśıvel dizer

especificamente o que atraiu o parasitóide nas áreas de liberação, mas tanto

os sinais qúımicos provenientes da interação cana de açúcar - D. saccharalis

quanto os sinais do hospedeiro foram importantes para essa atração. Com

base nos resultados, podemos especular que fêmeas de C. flavipes respondem

aos diferentes fatores que conformam o sistema, tendo a capacidade de difer-

enciar os sinais que se associam aos hospedeiros adequados. No entanto, mais

estudos terão que estabelecer os compostos essenciais no comportamento de

forrageamento dos insetos benéficos para uma melhor implementação de pro-

gramas de controle biológico.
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2Institute for Biodiversity and Ecosystem Dynamics, Section Population Biology, Uni-

versity of Amsterdam, Amsterdam, The Netherlands.



48

Resumo

As plantas de cana de açúcar sob ataque de larvas de Diatraea sac-

charalis emitem uma mistura de voláteis que é altamente atrativo para

vespas parasitoides como Cotesia flavipes. A liberação desses sinais é

provocada por indutores da regurgitação das larvas. Estudos sugerem

que as plantas emitem diferentes respostas a diferentes espécies de her-

b́ıvoros e até diferentes etapas do herb́ıvoro, proporcionando assim, si-

nais para parasitoides e predadores. O conhecimento destes compostos

voláteis é extremamente importante para uma melhor compressão da

interação inseto-planta influenciando o terceiro ńıvel trófico. Os com-

postos foram identificados usando-se o processo de areação das plantas

para a extração dos compostos voláteis e analise por GCMS. Os ana-

lises dos voláteis coletados revelarem 14 compostos, apresentando-se

um composto comum nas três diferentes espécies de plantas (White

pararia, Archi, RB867515) quando infestadas com o herb́ıvoro. Os

resultados mostram que ao comparar plantas infestadas com D. sac-

charalis e plantas ilesas, foram encontradas uma quantidade maior de

compostos voláteis nas plantas infestadas em relação nas plantas ile-

sas. Então, propõe-se que tais compostos qúımicos servem indireta e

diretamente para proteger as plantas contra artrópodes herb́ıvoros e

patógenos.
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Abstract

Sugarcane plants under attack of borer Diatraea saccharalis emit a

specific blend of volatiles that is highly attractive to parasitoid wasps

as Cotesia flavipes. The release of these signals is caused by regur-

gitation inducers of the larvae. Studies suggest that plants emit dif-

ferent responses to different types of herbivores and to different steps

of herbivore, thus providing signals to parasitoids and predators. The

knowledge of these volatile compounds is extremely important to a

better compression of insect-plant interactions influencing the third

trophic level. The compounds were identified using the sandblasting

process plants for extraction of volatile and analysis by GCMS. The

analysis of volatiles collected reveal 14 compounds, presenting a com-

pound commun in three different species of sugar cane plants (White

pararia, Archi, RB867515) when infested with the herbivore. The re-

sults showed that when compared infested plants with D. saccharalis

and clean plants, was found a higher amount of volatiles in plants in-

fested than in clean plants. So, it is proposed that such compounds

serve indirect and directly to protect the plants against arthropod

herbivores and pathogens.
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1 Introdução

Plantas sob o ataque de herb́ıvoros liberam uma variedade de compostos

orgânicos voláteis, os quais estão envolvidos na atração dos inimigos natu-

rais desses herb́ıvoros (Agrawal et al., 2002; Agrawal, 2007; Van Wijk et al.,

2010; van Wijk et al., 2011). Esses voláteis consistem de uma mistura com-

plexa de compostos induzidos por herbivoria além de compostos não indu-

zidos (Van Wijk et al., 2010). Parasitoides de larvas de lepidoptera podem

encontrar microhabitats de seus hospedeiros usando voláteis emitidos pelo

complexo planta-herbivoro (Vet & Dicke, 1992; Takabayashi & Dicke, 1996).

O uso de est́ımulos qúımicos derivados dos herb́ıvoros é frequentemente limi-

tado pela sua baixa detectabilidade, especialmente em distâncias mais longas

(Dicke et al., 1990a; Turlings et al., 1991b). Dessa forma, est́ımulos de plantas

são normalmente mais facilmente dispońıveis por causa da biomassa relati-

vamente maior, mas são menos confiáveis acerca da presença de herb́ıvoros

(Vet & Dicke, 1992). Os insetos possuem sensilas que detectam concentra-

ções mı́nimas de compostos qúımicos, e espera-se que a alta sensibilidade

tenha evolúıdo principalmente através de interações interespećıficas em que

pressões de seleção coincidem e a variação qualitativa do sinal é muito baixa

(Masson et al., 1990).

O valor da informação da planta depende fortemente do grau de infes-

tação de herb́ıvoros, sendo que os danos por estes aumenta sobremaneira a

emissão de compostos voláteis (Dicke & Sabelis, 1989b; Dicke et al., 1990b;

Turlings et al., 1990b). Algumas das substâncias emitidas a partir das plantas

infestadas são apenas o resultado da ruptura mecânica de células da planta

e, portanto, não são espećıficos de herb́ıvoros. No entanto, outros voláteis

que são liberados após danos são indicadores espećıficos de herb́ıvoros na
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planta (Dicke et al., 1990a,b; Turlings et al., 1990b) chamados sinomônios.

Por exemplo, o ácaro predador Phytoseiulus persimilis é atráıdo pela indução

de sinomônios produzidos após dano causado pelo ácaro aranha Tetranychus

urticae em plantas de feijão ou pepino (Dicke et al., 1990a,b), do mesmo

modo, plantas de milho sob ataque de larvas de noctuidios liberam diversos

terpenóides que são atraentes para o parasitoide generalista Cotesia margi-

niventris (Turlings et al., 1990b; Turlings & Tumlinson, 1991).

Voláteis de plantas são conhecidos por sua diversidade na composição qúı-

mica, complexidade das misturas, variabilidade no tempo e dependência às

condições da cultura (Masson et al., 1990; Visser, 1986). Os inimigos naturais

tem a capacidade de lidar com essa complexidade, reduzindo seu foco para

um conjunto limitado de produtos qúımicos que, por meio da experiência,

foram caracterizados como uma combinação planta-herb́ıvoro em particular

(Ding et al., 1989; Lewis & Tumlinson, 1988; Turlings et al., 1990a,b; Vet &

Groenewold, 1990). Embora muitos estudos demonstrem a atração de para-

sitóides aos voláteis, apenas alguns destes produtos qúımicos foram isolados e

identificados (Turlings et al., 1991b; Eller et al., 1988; Nordlund et al., 1981).

É posśıvel que parasitoides submetidos a condições especificas de volá-

teis tem uma subsequente resposta intensificada significativamente a estes

produtos (Lewis & Tumlinson, 1988). Isso pode ter consequências positivas

para os programas de liberação em massa de agentes de controle biológico,

buscando alta eficiência com baixas frequências de liberações (Lewis & Nor-

dlund, 1985). Assim, se torna importante a identificação de semioqúımicos

tanto de plantas (Saccharum sp.) ilesas quanto atacadas por herb́ıvoros para

saber quais voláteis estão envolvidos na interação inseto-planta e se é posśıvel

aumentar a taxas de parasitismo ao utilizar esses compostos em campo.

A cana de açúcar é cultivada em todas as regiões tropicais e subtropicais

do mundo, em ambos os lados do equador, até aproximadamente 35◦ N e 35◦

S (van Dillewijn et al., 1952). Variedades modernas de cana são produtos de

cruzamentos entre espécies do gênero Saccharum que foram feitas por cria-
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dores no final do século XIX (Matsuoka et al., 1999). Saccharum officinarum

L. é geralmente conhecida como a cana nobre, porque é forte e produz suco

doce e abundante, encontrando-se nesta espécie a variedade RB867515. Já

Saccharum sinense Roxb. é conhecido como bastão chinês e indiano, já que

era inicialmente cultivado na China e na Índia antes da disseminação das

variedades modernas (Naidu & Sreenivasan, 1987), encontrando-se aqui as

variedades White pararia e Archi. Esta cultura, defronta-se com uma série

de problemas agronômicos, incluindo a incidência de pragas e, em particular,

a presença da broca Diatraea saccharalis (Fabr.) (Lepidoptera: Crambidae),

que constroi galerias nos colmos, levando a uma menor produção de bio-

massa e açúcar, além do aumento de infecções fúngicas e contaminação do

suco. A broca-da-cana é controlada principalmente pela liberação massiva de

Cotesia flavipes (Cam) (Hymenoptera: Braconidae), normalmente criada em

laboratórios (Cheavegatti-Gianotto et al., 2011). Esse parasitoide tem sido

reportado com diferentes graus de êxito em muitas áreas do mundo, sendo

introduzida em Barbados (Alam et al., 1971), Brasil, Colômbia (Mendonça,

1996; Mohyuddin et al., 1981), Florida (Gifford & Mann, 1967), Nicarágua

(Huis, 1981) e Texas (Fuchs et al., 1979).

Voláteis emitidos pelas plantas podem influenciar o comportamento de

busca dos parasitoides (Barbosa et al., 1988; Lewis & Martin Jr, 1990; Vet

& Dicke, 1992; Dicke, 1994; Godfray, 1995). Diferentes espécies de plantas

apresentam diferenças em seu perfil de voláteis (Loughrin et al., 1994; Boevé

et al., 1996; Ngi-Song et al., 1996), o que também pode ocorrer em plantas da

mesma espécie, existindo diferenças claras entre os genótipos (Takabayashi

et al., 1991b; Loughrin et al., 1995; Turlings et al., 1998b; Gouinguené et al.,

2001). Então, pelo fato de C. flavipes apresentar diferenças na escolha das

espécies testadas (Capitulo 1), o perfil de voláteis entre plantas atuais e

rústicas espera-se ser diferente. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi

identificar os voláteis emitidos por plantas de cana de açúcar ilesas e quando

atacadas por D. saccharalis.
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2 Material e Métodos

2.1 Produção das plantas de cana de açúcar

Estacas maduras do terço médio da planta de cana de açúcar (Saccharum

spp.) das espécies rústicas (White pararia e Archi) e atuais (RB 867515)

foram quinzenalmente semeadas em uma casa de vegetação. Estas foram

semeadas em bandejas de plástico utilizando um substrato comercial para

mudas (substrato para plantas, Tropstrato HT hortaliças), mantidas em casa

de vegetação com controle de temperatura, umidade, luz natural e regadas

diariamente até atingirem a idade para o transplante. Ao atingir os 20 dias

de semeadura, as mudas foram transplantadas para vasos plásticos pretos de

1,5 L contendo uma mistura de terra com substrato em uma proporção 1:1.

Feito isso, elas foram colocadas em bancadas com irrigação automatizada e

uma semana depois foi realizada uma adubação de NPK (20-5-20) 2 gramas

por planta, aplicando água imediatamente e repetindo 30 dias depois. As

plantas foram utilizadas para os experimentos, utilizando canas da mesma

idade fenológica (60 dias) e com sete folhas perfeitamente desenvolvidas.

2.2 Criação de Diatraea saccharalis

Os indiv́ıduos de D. saccharalis utilizados nesse trabalho foram criados

em dieta artificial (Hensley & Hammond, 1968) e as pupas foram mantidas

em recipientes sem dieta, até a emergência dos adultos. Todos os insetos

foram criados em condições controladas no laboratório sob temperatura de

26 ± 2◦C, umidade relativa de 60 ± 2% e fotopeŕıodo de 12 horas.
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Na criação de D. saccharalis, foram utilizadas gaiolas de PVC de 30x20

com 50 casais onde foi fornecido um algodão com água. As gaiolas foram

vistoriadas diariamente para monitorar a ocorrência de cópulas e oviposições.

2.3 Extração de compostos voláteis liberados por Sac-

charum sp. infestado com Diatraea saccharalis e

plantas limpas.

Para a extração dos compostos voláteis de cana de açúcar infestadas com

D. saccharalis e plantas limpas foram feitas as aerações das plantas. Para

isso, plantas de cana da mesma idade fenológica foram infestadas com seis

larvas por planta, que permaneciam incubados por um peŕıodo de 48 horas,

ou não foram infestadas (plantas limpas). Essas plantas foram mantidas

dentro de gaiolas feitas de voal de 1 metro de comprimento em uma sala

com condições controladas para evitar a infestação com outros artrópodes.

Após as 48 horas de infestação, foi testada a atratividade das plantas em um

olfatômetro de tubo em Y, utilizando parasitoides, C. flavipes.

Após os testes no olfatômetro, as plantas foram levadas para uma sala e

acondicionadas em campânulas de vidro, para a aeração. Foram conectados

a estas campânulas de vidro, os filtros de carvão ativado para a limpeza do

ar que entra nos tubos e os filtros de resina HiSep Q (80/100 mesh; Alltech,

Deerfield, IL, USA), onde os compostos orgânicos voláteis ficaram adsorvidos.

A aeração foi feita com o aux́ılio de um compressor que empurra o ar fazendo

com que este passe pelo filtro de carvão ativado, e de uma bomba de vácuo

que faz a sucção deste ar passando pelas plantas dentro das campânulas.

Este processo permite que ocorra o carreamento dos compostos voláteis que

ficaram adsorvidos à resina HiSep Q no filtro de sáıda. A aeração das plantas

foi realizada com 24 horas, 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

utilização. Após a aeração, o compressor e a bomba a vácuo foram desligados
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e os compostos orgânicos voláteis foram extráıdos dos filtros de resina HiSep

Q com a lavagem dos mesmos com 300 µL de n-hexano (Sigma Aldrich, USA),

coletados com um tubo de vidro e armazenados em freezer a −20◦C.

2.4 Identificação dos compostos voláteis

Para a identificação dos compostos, inicialmente o volume das amostras

foi reduzido a 90 µl, à temperatura ambiente em vidros de francke-vials e

foi adicionado a essas amostras 10 µl de padrão interno (n-heptil acetato),

após isto, foi reduzido de novo a 30 µl à temperatura ambiente nos vidros de

francke-vials. Este padrão interno é conhecido por ser separável dos demais

compostos e não estar presente na amostra, servindo como um parâmetro de

comparação. As amostras dilúıdas em hexano foram analisadas em um cro-

matógrafo a gás acoplado a um espectrômetro de massa (GC-MS, Shimadzu,

Modelo QP2010), por meio da injeção manual de 1 µl do extráıdo de hexano.

O GC-MS utilizado está equipado com uma coluna capilar de śılica fundida

(30 m x 0,25 mm) revestida com Rtx-5MS (df = 0,25 µm; J W Scientific

Folsom, CA, USA), utilizando o hélio como gás carreador (1 mL/min.). A

temperatura da coluna se iniciara a 35◦ C, permanecendo por 5 minutos, se

elevara a uma taxa de 8◦ C/min., até atingir 280◦ C, permanecendo por mais

5 minutos, totalizando um tempo de análise aproximadamente de 40 min. As

análises foram realizadas em modo splitless. Os dados foram analisados pelo

programa GCMS solutions (Shimadzu Corporation) e a identificação baseou

na comparação dos espectros de massa de cada composto com o banco de

dados das bibliotecas NIST08 MS e Wiley. Com os tempos de retenção dos

compostos e dos padrões de hidrocarbonetos (C7 - C30), foram calculados

os ı́ndices de Kovats (KI). A partir dessas informações, foram identificados

os compostos das amostras tendo como base os ı́ndices de Kovats tabelados

por Adams et al. (2007). A identificação de alguns compostos foi confirmada

por comparação com os espectros de massa e tempos de retenção de padrões

injetados.



56

3 Resultados

Os compostos identificados encontram-se discriminados na Tabela 1. Ape-

nas um composto em comum (β−- pineno) foi encontrado nas três diferentes

espécies quando infestados com larvas de Diatraea saccharalis por um pe-

ŕıodo de 48 horas. Três compostos em comum (Hexanal, Decanal, Methyl

butyl acetate <2->) foram encontrados nas espécies Archi e RB867515 e dois

(Octanal, Nonanal) nas espécies White pararia e RB867515. Nas plantas ile-

sas, um composto em comum (Nonanal) foi encontrado nas espécies White

pararia e RB867515 e um composto em comum (Decanal) nas espécies Ar-

chi e RB867515. As (Figuras 5 e 6) mostra os cromatogramas t́ıpicos para

coleções de voláteis feitos a partir de plantas infestadas e ilesas por um pe-

ŕıodo de 24 horas. Para identificar a maioria destes compostos foi posśıvel

mediante a comparação dos espectros de massa e tempos de retenção. Estes

certos compostos forem comparados com os espectros de massa da biblioteca

e identificados provisionalmente.
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Figura 5: Cromatogramas t́ıpicos de plantas de cana de açúcar limpas: Archi
(1) Alpha pineno, (2) Decanal; White pararia (1) Hexanal, (2) Beta pineno,
(3) Nonanal; RB867515 (1) Hexan-3-ol, (2) Hexanol, (3) Octanal, (4) Hexenil
acetate <(3Z)->, (5) Nonanal, (6) Decanal.
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Figura 6: Cromatogramas t́ıpicos de plantas de cana de açúcar infestadas
por um periodo de 48 horas com broca da cana (Diatraea saccharalis): Archi
(1) Hexan-3-ona, (2) Hexanal, (3) Hexanol <2->, (4) Metil butil acetato
<2->, (5) Beta pineno, (6) Decanal, (7) Alpha copaeno; White pararia (1)
Alpha pineno, (2) Beta pineno, (3) Octanal, (4) Ocimeno < (E) -beta->,
(5) Nonanal; RB867515 (1) Hexanal, (2) Metil butil acetato <2->, (3) Beta
pineno, (4) Octanal, (5) Nonanal, (6) Decanal
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4 Discussão

Reações sistêmicas induzidas pelo estresse em plantas são comuns e a pro-

dução e transporte de produtos qúımicos geralmente funcionam como defesa

direta contra herb́ıvoros e patógenos (Green & Ryan, 1972; Lin et al., 1990).

Mas também, se conhece que plantas liberam compostos voláteis em resposta

a uma lesão (Turlings & Tumlinson, 1992). Assim, as plantas, após uma le-

são de herbivoria, respondem com a liberação de quantidades relativamente

grandes de voláteis, comparadas a plantas ilesas, além de se induzir novos

compostos os quais são expressos após um est́ımulo (Du et al., 1998; De Mo-

raes et al., 1998). Portanto, as diferentes espécies de cana de açúcar testadas

mostram diferença no perfil de voláteis tanto de plantas ilesas quanto de

plantas que sofreram herbivoria (Tablela 1), como ocorre em outras espécies

de plantas que liberam voláteis que atraem parasitoides até seus hospedei-

ros (Dicke & Sabelis, 1989a; Turlings et al., 1990b; Agelopoulos & Keller,

1994; Takabayashi et al., 1995; Powell et al., 1998; Gouinguené et al., 2001).

Acredita-se que os sinais proporcionados pelas plantas são consequência da

ausência de quantidades detectáveis de sinômonios, sinais originários direta-

mente do hospedeiro (Vet & Dicke, 1992; Tumlinson et al., 1993). No en-

tanto, estudos mostram que odores de plantas contem informações especificas

dos herb́ıvoros pelas quais são atacadas (Sabelis & Baan, 1983; Takabayashi

et al., 1991b; De Moraes et al., 1998; Guerrieri et al., 1999). Isso explica os

resultados observados no caṕıtulo 1, tanto no olfatômetro quanto nas gaiolas

, vendo-se claramente que as canas infestadas apresentam informação sobre o

hospedeiro, permitindo a discriminação entre plantas infestadas e ilesas por

C. flavipes.
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Compostos fenólicos (Coley et al., 1985; Matern & Kneusel, 1988; Pe-

ters et al., 1990; Bennett & Wallsgrove, 1994; Duffey & Stout, 1996), terpe-

nos (Bennett & Wallsgrove, 1994; Langenheim, 1994; Duffey & Stout, 1996;

Paré & Tumlinson, 1999) e alcalóides (Baldwin, 1988; Bennett & Wallsgrove,

1994; Duffey & Stout, 1996) (Tablela 1) são compostos defensivos encon-

trados tanto em plantas limpas quanto infestadas (Figuras 5 e 6). Além

de utilizarem esses compostos como defesa qúımica direta contra a herbivo-

ria, as plantas se beneficiam indiretamente pela formação de sinais qúımicos

em seu entorno (Nadel & Alphen, 1987; Dicke & Sabelis, 1989a; Turlings

et al., 1990b; Turlings & Tumlinson, 1991). Plantas atacadas por herb́ıvoros

liberam pistas qúımicas que são usadas pelos inimigos naturais. Por exem-

plo, vários dos terpenóides liberados pelo milho danificado tanto por lagarta

(Turlings et al., 1993b) quanto por ácaros (Dicke et al., 1990a; Takabayashi

et al., 1991a), além de servir como repelente de insetos (Dicke et al., 1990a;

Turlings & Tumlinson, 1991), serve como atraente dos inimigos naturais dos

herb́ıvoros. Já que, tanto predadores quanto parasitoides utilizam eficaz-

mente os sinais oriúndos das plantas (Sabelis & De Jong, 1988; Dicke &

Sabelis, 1989a; Turlings et al., 1990b; Whitman & Eller, 1990). Dessa forma,

tem se sugerido que a comunicação entre plantas e o terceiro ńıvel trófico tem

evolúıdo (Turlings et al., 1995).

As plantas tem se adaptado a melhorar a função de sinalização dos com-

postos voláteis, o que tem se traduzido da comunicação observada entre

plantas e herb́ıvoros (Turlings et al., 1995). Estas emissões de voláteis come-

çam algumas horas após a herbivoria e os odores são produzidos principal-

mente durante o dia, quando a maioria dos parasitoides forrageiam (Nadel

& Alphen, 1987; Takabayashi et al., 1991b; Turlings et al., 1991a; Loughrin

et al., 1994; McCall et al., 1994). As secreções dos insetos desempenham um

papel importante na indução dos metabólitos secundários, já que as respostas

das plantas são espećıficas aos danos causados pela herbivoria e não podem

ser induzidas da mesma maneira por danos mecânicos (Turlings et al., 1995).
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Consequentemente, muitos estudos tem sido realizados com relação à iden-

tificação destes compostos voláteis (Bleeker et al., 2009; Proffit et al., 2011;

Copolovici et al., 2012) visando o melhor entendimento do complexo planta-

herb́ıvoro na atração dos inimigos naturais (van Wijk et al., 2008; Zhang

et al., 2009; Van Wijk et al., 2010; van Wijk et al., 2011). Dessa forma, os

resultados obtidos aqui podem explicar a maior atração de Cotesia flavipes a

odores de plantas atuais e rústicas infestadas por Diatraea saccharalis do que

a plantas limpas, como dito anteriormente nos resultados de olfatômetro. No

entanto, é conhecido que as diferentes misturas de produtos voláteis liberados

a partir de plantas danificadas são frequentemente espećıficos, dependendo

do tipo de herb́ıvoro, sua idade, abundância e tipo de alimentação (Yoneya

et al., 2009; Clavijo McCormick et al., 2012). Assim, entre os diferentes gru-

pos de plantas é posśıvel observar os mesmos grupos de compostos qúımicos

que compõem a mistura, como por exemplo, os monoterpenos e sesquiterpe-

nos (Turlings et al., 1998a; Arimura et al., 2004), os quais forem encontrados

na identificação de compostos das plantas de cana de açúcar. De acordo com

Clavijo McCormick et al. (2012), as quantidades relativas destes compostos

podem variar entre as plantas, o que pode contribuir para a especificidade

tanto de parasitoides quanto depredadores (por exemplo, Dicke & Sabelis

(1989a); Turlings et al. (1990b)).

A maior quantidade de compostos liberados nas plantas danificadas com-

paradas com plantas sadias é surpreendente, principalmente nas espécies Ar-

chi e White pararia (Tablela 1), já que a quantidade de compostos liberados

por RB867515 tanto limpa quanto infestada foi similar, isto explica porque C.

flavipes, tem uma maior escolha por plantas infestadas e consequentemente

pode-se concluir que o parasitoide não se estabelecera em campos onde não

tenha presencia de hospedeiros. As substâncias voláteis emitidas na espé-

cie RB867515 é comparável com as encontradas nas duas espécies rústicas.

Loughrin et al. (1995) comparou emissões de odores de uma planta selvagem

com plantas cultivadas de algodão. A variedade selvagem mostrou conside-

ravelmente mais emissão de voláteis. Este não foi o caso de nosso estudo,



64

o que indica que o processo de cruzamentos para melhorar caracteŕısticas

produtivas da cana de açúcar não afetou significativamente a liberação de

voláteis. Isto é contrario ao esperado, já que é de esperar que a partir dos

cruzes diminúıam as substancias de defesa secundarias nas plantas atuais

(Benrey et al., 1998). A presença de compostos como terpenos nas diferentes

espécies é essencial, pois atuam como fitoalexinas (antibióticos produzidos

pelas plantas em resposta ao ataque de microrganismos) e como repelentes

de herb́ıvoros (Duffey & Stout, 1996). Portanto, os monoterpenos e sesquiter-

penos presentes nas amostras são importantes na defesa da cana de açúcar,

principalmente β−-pineno presente nas diferentes espécies quando infesta-

das (Figuras 5 e 6), conhecido por ser induzido pela herbivoria, ajudando à

orientação dos inimigos naturais, encontrado também em algodão (Loughrin

et al., 1994; McCall et al., 1994). Por outro lado, α−pineno, β−ocimeno

e α−-copaeno não foram liberados em todos as espécies quando infestadas,

apresentando-se também estes compostos na mistura de voláteis liberados sob

ataque de lagartas em plantas de maçã e milho (Boevé et al., 1996; Turlings

et al., 1998b; Gouinguené et al., 2001; Von Mérey et al., 2012).

Finalmente, neste estudo apresentamos compostos voláteis que são in-

terpretados como respostas defensivas a pragas, provavelmente ativadas por

sinais liberados durante a alimentação do herb́ıvoro. Há pouca informação

dispońıvel sobre os mecanismos de defesa da cana de açúcar contra danos por

insetos (Falco et al., 2001), mas a resposta das plantas à herbivoria tem sido

amplamente documentado em outras espécies de plantas (Nadel & Alphen,

1987; Dicke & Sabelis, 1989a; Turlings et al., 1993a; Mattiacci et al., 1995;

Boevé et al., 1996; Ryan & Pearce, 2001). No entanto, existem numerosas

classes de fitoqúımicos que conferem resistência à planta contra herb́ıvoros.

Essas classes incluem lecitinas, cêras, compostos fenólicos, açúcares, inibido-

res da alfa-amilase e inibidores de proteinase (Broadway, 1995). A análise

dos genes expressos em cana de açúcar envolvidos no metabolismo secundá-

rio sugere que os diferentes compostos e classes, podem atuar como barreiras

defensivas contra o ataque dos insetos (Falco et al., 2001). Então, a evidência
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qúımica junto com o comportamento observado de C. flavipes (Caṕıtulo 1),

mostra que os danos produzidos por herb́ıvoros induzem a produção de volá-

teis de plantas que servem como sinais benéficos para as plantas e prejudiciais

para os herb́ıvoros.
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Conclusões Gerais

A vespa paraśıtica Cotesia flavipes possui a capacidade de distinguir entre

voláteis de plantas de cana de açúcar ilesas e plantas infestadas com Diatraea

saccharalis. Mostrando que o complexo planta - herb́ıvoro libera uma mis-

tura de compostos voláteis que atrai a este inimigo natural. No entanto,

quando dada a escolha entre as diferentes espécies de canas infestadas, o pa-

rasitoide apresentou preferência por alguma espécie no teste de olfatômetro,

mas quando foram oferecidas as plantas em campo não conseguiu distinguir,

na situação testada, entre as fontes de odores produzidas. Este resultado su-

gere que o perfil de compostos voláteis emitidos pelas plantas infestadas pode

ser similar e que as condições ambientais podem alterar o comportamento dos

inimigos naturais.

Os compostos voláteis que foram coletados de plantas ilesas e plantas

induzidas por D. saccharalis, encontrou-se uma diferencia na composição

destes compostos entre plantas de cana de açúcar infestadas e ilesas. Isso

pode explicar a maior atratividade das vespas testadas no experimento de

olfatômetro. No entanto quando se comparou os compostos de cada espécie

tanto ilesa quanto infestada, notou-se que o perfil de voláteis emitidos das

plantas RB867515 foi bastante similar.

A broca D. saccharalis, tem a capacidade de se desenvolver nas diferentes

espécies de cana de açúcar provocando perdas nas lavouras, já que, invertem

a sacarose, diminuindo a pureza do caldo. Dessa forma, é importante consi-

derar o tercer ńıvel trófico, que se vera influenciado por a interação planta-

herb́ıvoro, assim será posśıvel ter um controle eficaz com a exploração dos

sinais que protegem a cultura.


