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Metodologias para o Estudo da Defesa de
Meméria (Priming) em Plantas Frente a
Estresse Biodtico

Introducao

Ao longo da evolucao, as plantas desenvolveram sofisticados sistemas de defe-
sa para vencer os estresses biéticos (herbivoros e patégenos) e abidticos (déficit
hidrico, temperaturas extremas, salinidade do solo, nutrientes, entre outros). O
sistema defensivo das plantas pode ser dividido em constitutivo e induzido. O
constitutivo, como o préprio nome sugere, é um mecanismo de defesa ja exis-
tente nas plantas que ndo depende da presenca de um agente agressor, como,
por exemplo, a presenca de tricomas e ceras na cuticula foliar. Jd o induzido
ocorre em resposta a algum tipo de estresse, seja bidtico ou abidtico, e induz,
por exemplo, o aumento da producao de compostos volateis e ndao volateis que
agem na defesa da planta. Geralmente quando as plantas sofrem injuria pelos
herbivoros e/ou patégenos aumentam a producdo de metabdlitos secundérios.
Esses metabdlitos podem defender diretamente as plantas do ataque dos her-
bivoros, afetando, por exemplo, seu desenvolvimento ou sua reproducao; ou
indiretamente por meio da atracao de predadores e parasitoides. Os inimigos
naturais utilizam os volateis de planta induzidos por herbivoria mais eficiente-
mente do que aqueles liberados pelo seu hospedeiro. Isso pode ser explicado
pelo fato de os primeiros serem liberados em maior quantidade e, assim, serem
mais facilmente detectados.

Tratamento de indugdo do
sistema de alerta

Planta sem defesa
de alerta

Planta com defesa
de alerta

Intensidade de defesa da planta

Tempo

Figura 1. Desenho esquemético da relacdo temporal e intensidade de resposta de uma planta quando
ela é submetida ao estado de alerta e ao estado de alerta combinado com a inducéao por herbivoria.
Esquema modificado de Hilker et al. (2016). O tratamento de inducé@o pode ser qualquer acdo que
tenha um efeito na defesa de memaria da planta, como, por exemplo, a herbivoria de um inseto

por um curto periodo ou com pouca intensidade, que ndo provoque a inducdo da defesa, a planta
percebe que tem um inseto, ela comeca a ativar os genes envolvidos na defesa, mas nao produz
nenhum composto que aja diretamente ou indiretamente sobre este herbivoro. Outro exemplo, a
planta detecta volateis de uma planta vizinha que foi atacada por herbivoria, esses volateis sao
capazes de induzir o estado de alerta na planta intacta, os genes séo ativados e ficam em estado

de alerta, se houver um ataque do herbivoro eles ja estdo prontos para iniciarem a producéo de

compostos que protegem a planta contra o herbivoro.
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Além das defesas induzidas e constitutivas classicas,
as plantas apresentam ainda outro sistema de defesa
induzida, conhecido como defesa de “memdéria” ou
estado de alerta (do inglés priming). Nesses casos,
apdés um primeiro sinal de estresse, as plantas arma-
zenam essa informacao e quando ocorrem novos fa-
tores de estresse sdo capazes de responder de forma
mais rapida e eficiente (Figura 1). Esse mecanismo
caracteriza o desenvolvimento de meméria para os
sinais de estresse, que pode se basear em mudan-
cas epigenéticas ou no armazenamento de sinais
quimicos intracelulares, como proteinas ou fatores
de transcricdo (BRUCE et al., 2007) (BRUCE et al.,
2007; HILKER et al., 2016). O estado de memdria
(alerta) e a inducdo podem ser desencadeados pelo
mesmo agente ou por agentes de natureza diferente
(HILKER et al., 20186). O custo energético do estado
de alerta, em geral, € compensado pelo beneficio
que a planta obtém. O efeito de alerta ou meméria
pode durar de poucos segundos até meses (HILKER
et al., 2016 e referéncias citadas).

Entender o processo de meméria das plantas per-
mitird o desenvolvimento de novas ferramentas,
tanto fenotipicas quanto genéticas, para o estabe-
lecimento de cultivares capazes de se defenderem
mais eficientemente e rapidamente contra o ataque
de herbivoros e patdégenos. Isso requer o desenho de
experimentos especificamente orientados. A meta
deste estudo foi avaliar se os volateis de plantas
induzidos por herbivoria (VPIH) emitidos por plantas
atacadas pela lagarta-do-cartucho (plantas-sentinela)
agem como indutores (sinais de estresse) de estado
de alerta em plantas vizinhas e, consequentemente,
se as plantas em estado de alerta tém suas defesas
otimizadas (Figura 2).

Esta circular técnica descreve uma metodologia
utilizada na conducéao de experimentos de estado de
alerta (priming) utilizando-se como modelo o sistema
formado por plantas de milho (Zea mays), a lagarta-
-do-cartucho, Spodoptera frugiperda (Lepidoptera:
Noctuidae) e o inimigo natural, o parasitoide de ovos
Telenomus remus (Hymenoptera: Platygastridae).
Para avaliar o efeito do estado de alerta em plantas
de milho, foi utilizado um protocolo modificado de
Oluwafemi et al. (2013).

Recebe VPIH

Planta emissora
de volateis

i
KA ‘A

Plantas vizinhas Entra em estado de alerta

Nao recebe VPIH Nao entra em estado de alerta

>

Figura 2. Esquema da acdo de plantas emitindo os voléateis (a)
sobre plantas vizinhas (b) induzindo o estado de alerta. VPIH =

volateis de plantas induzidos por herbivoria.

Material e métodos
Insetos

As lagartas-do-cartucho foram obtidas de uma col6-
nia de laboratério mantida na Embrapa Recursos Ge-
néticos e Biotecnologia, Brasilia, DF, Brasil (15° 46 ’
46” S e 47° 55’ 46” W). As lagartas foram criadas
em recipientes de plastico com uma dieta artificial a
base de feijdo (Phaseolus vulgaris) (SCHMIDT et al.,
2001). Nos experimentos foram utilizadas lagartas
do segundo instar que previamente foram mantidas
por 24 horas sem alimento.

O parasitoide de ovos 7. remus foi obtido da Embra-
pa Milho e Sorgo, localizada em Sete Lagoas, MG,

e mantido em ovos de S. frugiperda na Embrapa Re-
cursos Genéticos e Biotecnologia. As vespas foram
mantidas em gaiolas de acrilico (75 cm? frascos de
cultura de tecidos; /ICN Biomedicals, Irvine, CA, EUA)
e alimentadas duas vezes por semana com gotas de
mel. Apds a emergéncia, os adultos foram mantidos
em gaiolas de acrilico por 24 h, para acasalamento

e oviposicao, antes de serem utilizados nos experi-
mentos. Os insetos foram mantidos em ambientes
separados a 27 +1°C, 65+ 10% de umidade relativa
e fotoperiodo de 14L:10D.

Plantas

As sementes de milho foram obtidas da Embrapa Mi-
Iho e Sorgo, Sete Lagoas, MG (19° 27 ‘57 “S e 44°
14" 48" W), e foram germinadas em papel germis-
test umido. Apds 4 dias, foram transplantadas para
vasos com uma mistura de solo e substrato orgéani-
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co, numa proporcao de 1:1 p/p, e mantidas em estu-
fa com fotoperiodo de 14L:10D. As plantas utiliza-
das nos experimentos tinham trés folhas totalmente
expandidas, estagio atingido aproximadamente duas
semanas apo6s a germinacgao.

Experimento de estado de alerta

Para avaliar a influéncia dos volateis induzidos por
herbivoria sobre as plantas vizinhas, primeiramente
foi feita a prospeccao e selecao de cultivares que
produzissem maiores quantidades de voléateis, tanto
constitutivamente quanto induzidos por herbivoria
(VPIH) (MICHEREFF et al., 2017). Para avaliar o
efeito do estado de alerta em plantas de milho, foi
utilizado o protocolo descrito por Oluwafemi et al.
(2013), com modificacoes (Figura 3). Esse protocolo
consiste em trés fases:

C icagdo planta —pl. vocs PFO = planta fonte de odor; PA = planta alvo
Fase 1 Fase 2 Fase 3
PFO PFO PA PA )
» 1\
& vy ww | e
SF ~ : == '
. \ g \
2wl | les | =l
SF ’ " ' )
g ‘\ \ 3 e intactassF | « 4
- gl | Ve [ &l
. ) Intacta-SF | .
SO - 7 A\

0-2h, 2-4h, &8, B-16h, 16-24h

do da planta © o planta-planta
(6h) (24 h)

0-2h, 3-4h, 488, B-16h, 16-24h

Colata e volitals Coteta do veliteis

Figura 3. Esquema para avaliacdo da comunicacédo planta-planta
mediada por compostos organicos volateis (COVs) por meio do
estado de alerta. As plantas da fase 3 foram denominadas SF + SF
(Spodoptera frugiperda-Spodoptera frugiperda) = plantas que
receberam os volateis de planta induzidos pela herbivoria de SF
(VPIH) na fase 2 e receberam a lagarta Spodoptera frugiperda
na fase 3. SF-SF = plantas que receberam os VPIH na fase 2

e ndo receberam a lagarta S. frugiperda na fase 3. Intacta + SF
= plantas que nao receberam os VPIH na fase 2 e receberam

a lagarta S. frugiperda na fase trés. Intacta-SF = plantas que
ndo receberam os VPIH na fase 2 e ndo receberam a lagarta S.

frugiperda na fase 3.

Fase 1. Producao das plantas fonte de odor: plan-
tas de milho com duas semanas apds a germinacéao
foram inseridas em cémaras de vidro de 101 (n=6
para cada tratamento). As plantas foram submetidas
a dois tratamentos: 1) para gerar os VPIH, as plantas
receberam cinco lagartas de S. frugiperda no 2° ins-

tar; 2) as plantas nas mesmas condi¢cGes fenolégicas
nao receberam lagarta (sdo as plantas liberando os
voléateis constitutivos). As plantas desses dois trata-
mentos foram mantidas nessa condicdo por 6 h, pe-
riodo necessério para observar aumento da producao
de VPIH em plantas de milho injuriadas pela alimen-
tacdo de lagartas de S. frugiperda no segundo instar,
determinado em observacdes prévias. O periodo de
inducao pode variar, dependendo do tipo de herbivo-
ro, do cultivar, da espécie e do estado fenoldgico da
planta, entre outros fatores. Assim, sempre é neces-
sério realizar estudos prévios para avaliar o melhor
periodo de inducdo (MICHEREFF et al., 2017).

Fase 2. Comunicacéao planta-planta (estado de aler-
ta): as plantas fonte de odor (PFO) da fase 1 foram
colocadas dentro de cadmaras de vidro limpas de 10
|, onde liberam os volateis. Estas camaras foram co-
nectadas a outras cdmaras contendo as plantas-alvo
(PA), de forma que os volateis liberados da PFO
fossem transferidos para as PA (Figura 2). Apds 24
h das PA recebendo os volateis das PFO, as camaras
foram desconectadas. Aguardou-se um periodo de
uma hora antes do inicio da fase trés para eliminar
os residuos dos volateis das PFO.

Fase 3. Inducéao por herbivoria: as PA da fase 2
foram colocadas em camaras de vidro limpas de 10 |
e submetidas a dois tratamentos: receberam ou néao
lagartas de S. frugiperda. Essa fase durou 24 h, e
os volateis liberados pelas plantas foram coletados
utilizando-se adsorvente polimérico Porapak Q (100
mg, 60/80 mesh, Sigma Aldrich) nos intervalos de
0-2 h, 2-4 h, 4-8 h, 8-16 h e 16-24 h. Os volateis
adsorvidos no polimero foram eluidos com n-hexano
(500 L) em frascos de vidro de borossilicato de 1,5
mL, concentrados sobre um fluxo de nitrogénio a 50
uL e armazenados a -20°C até o uso nas andlises
quimicas e nos bioensaios comportamentais.

Analise quimica dos extratos de aeracao

Os extratos de aeracdo obtidos das plantas na fase 3
foram analisados em um cromatégrafo gasoso (Agi-
lent 7890A) com uma coluna apolar DB-5MS (30 m
x 0,25 mm e 0,25 ym, J&W Scientific, Folsom, CA,
EUA). As anélises foram conduzidas utilizando-se um
programa com temperatura inicial do forno de 50°C
por 2 min, seguido por uma rampa de temperatura
de 5°C min' até 180°C, e depois por uma rampa a
10°C min™' até atingir 250°C, mantendo-se nesta
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temperatura por 20 min. O efluente da coluna foi
analisado com um detector de ionizacao de chamas
(DIC) a 270°C, e como gas de arraste utilizou-se o
hélio. Um microlitro de cada amostra foi injetado no
modo splitless. Para quantificar os volateis liberados
pelas plantas a O-2 h, 2-4 h, 4-8 h, 8-16 h e 16-24
h, apés iniciada a fase 3, empregou-se o método do
padrao interno (PI), utilizando-se como Pl o compos-
to 16-hexadecanolactona com uma concentracao
final de 9,8 pyg/mL. Os dados foram analisados com
o software EZChrom Elite (Agilent, Califérnia, EUA).

Para a analise qualitativa, extratos selecionados
foram analisados utilizando-se um CG-EM (Agilent
5975-MSD) equipado com um analisador quadru-
polar acoplado a uma coluna DB-5MS apolar (30 m
x 0,25 mm ID e 0,25 yum, J&W Scientific, Folsom,
CA, EUA). Com injecao no modo splitless e o gas
hélio como gés de arraste. A ionizacao foi realizada
por impacto de elétrons (70 eV e temperatura da
fonte a 200°C). O mesmo programa de temperatu-
ra utilizado nas anélises quantitativas foi utilizado
nas analises por CG-EM. Os dados foram analisados
com o software e CG-EM ChemStation 2.1 (Agilent,
Califérnia, EUA). Os compostos foram identificados
por comparacao do padrao de fragmentacao dos
espectros de massas com os espectros das bases de
dados de bibliotecas (NIST, 2008) ou de espectros
publicados. As identificacbes dos compostos foram
confirmadas utilizando-se padrdes auténticos.

Estudos comportamentais

O efeito de estado de alerta (priming) também pode
ser avaliado por meio de estudos comportamentais,
como bioensaios em olfatometria ou tunel de vento,
avaliando-se a influéncia dos volateis produzidos
por plantas em estado de alerta e inducao sobre os
inimigos naturais ou herbivoros. Utilizou-se o olfa-
témetro em “Y” descrito por Moraes et al. (2005)
(Figura 4). O ar filtrado com carvao ativado e umi-
dificado foi empurrado por meio do sistema a 0,6 |
min~ e retirado a 0,2 | min™' por um sistema push-
-pull. Uma Unica fémea de 7. remus foi introduzida
na base do tubo em “Y” e observada durante 600
s. Foi avaliada a primeira escolha, definida como o
braco do olfatdbmetro no qual a vespa entrou inicial-
mente e permaneceu por pelo menos 30 s. A cada
cinco repeticoes, as plantas foram substituidas e as
posicoes dos bracos do olfatbmetro foram altera-
das para evitar viés nas respostas dos parasitoides.

Cada fémea foi utilizada apenas uma vez, e foram
realizadas 40 repeticdoes para a seguinte combinacao
de tratamento: (1) volateis de plantas de milho sem
injuria (Intacta-SF) contrastados com os volateis de
planta de milho com 8 h de injdria na fase 3 e que
recebeu os VPIH na fase 2 (SF+ SF 8 h); (2) volateis
de plantas de milho com 8 h de injdria contrastados
com os volateis de SF+ SF 8 h; (3) volateis de Intac-
ta-SF contrastados com volateis de planta de milho
com 16 h de injuria na fase 3 e que recebeu VPIH
na fase 2 (SF+ SF 16 h); (4) volateis de plantas de
milho com 16 h de injdria contrastados com vola-
teis de SF+SF 16 h; (5) volateis de planta de milho
sem injuria (volateis constitutivos) contrastados com
volateis de planta de milho com 8 h de herbivoria; e
(6) volateis de planta de milho sem injuria (volateis
constitutivos) contrastados com volateis de planta
de milho com 16 h de herbivoria. As plantas subme-
tidas aos diferentes tratamentos foram mantidas em
diferentes salas sob a mesma temperatura, umidade
e condicdes de iluminacado (26+1°C e 65+10% UR
sob fotoperiodo de 14L:10D) até serem utilizadas
nos experimentos para evitar a sinalizacao quimica
entre elas.

controlador de fluxo

Compressor

dear

L]

8

controlador de fluxo

I

<@

Figura 4. Desenho esquemético do olfatdmetro em “Y"” utilizado

para testar a resposta do parasitoide de ovos Telenomus remus
aos volateis das plantas de milho. As setas indicam o sentido do

fluxo de ar.

Analises estatisticas

Os dados da resposta de primeira escolha do parasi-
toide de ovos para cada tratamento nos bioensaios
do olfatébmetro em “Y” foram analisados com a utili-
zacao de regressao logistica para estimar a probabi-
lidade de cada escolha. O modelo ajustou a escolha
do parasitoide (esquerda ou direita) em que o odor
teste foi apresentado como a variavel independente.
A hipétese de nao preferéncia (isto é, a proporcao de
escolher cada odor = 0,5) foi testada pelo teste de
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Chi-quadrado Wald.

A variacao no perfil quimico das plantas de milho
com e sem injuria de herbivoria de S. frugiperda ao
longo do tempo foi avaliada por meio da analise de
Curvas de Resposta Principais (CRP), do inglés Prin-
cipal Response Curves (PRC) (MAGALHAES et al.,
2012; MICHEREFF et al., 2011). Essa técnica multi-
variada permite a avaliacdo de medidas repetidas ao
longo do tempo, com foco na proporgado de variancia
explicada pelos tratamentos e o tempo em relacao
ao controle. Ao comparar as plantas nao injuriadas e
injuriadas, as plantas que nao receberam os volateis
e nem foram injuriadas foram utilizadas como con-
trole. Em cada conjunto de anaélise, a significancia foi
determinada por um teste de permutacao de Monte
Carlo. A variacdo no conjunto, considerando todos
os tratamentos em relacdo ao controle ao longo do
tempo, em cada intervalo analisado, também foi cal-
culada. Todas as andlises foram realizadas utilizando-
-se 0 programa estatistico R 3.3.2 (R Development
Core Team, 2009).
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Figura 5. Producéo (ng.h”') de quatro compostos organicos
volateis produzidos por plantas de milho submetidas a diferentes
tratamentos. Tratamentos: Intacta + SF (plantas sem exposicdo
aos volateis de planta induzidos pela herbivoria (VPIH) e que
receberam a lagarta na fase 3); Intacta-SF (plantas que nao
foram expostas aos VPIH e nem a lagarta Spodoptera frugiperda);
SF + SF (plantas expostas aos VPIH e que receberam lagarta S.
frugiperda na fase 3); e SF-SF (plantas expostas aos VPIH, mas

que nao receberam a lagarta S. frugiperda).

Resultados e discussao

A andlise quimica dos compostos volateis das plan-
tas obtidos na fase 3 do protocolo mostrou que as
plantas previamente expostas aos volateis induzidos
por herbivoria (SF + SF) produziram maior quanti-
dade e iniciaram essa producao mais cedo do que
as plantas que nao receberam os volateis induzidos

por herbivoria (Intacta + SF). Isso é evidenciado pela
andlise individual de alguns compostos, como o com-
portamento do éster (E)-2-acetato de hexenila, o mo-
noterpeno [3-mirceno, o sesquiterpeno ciclosativeno
e o homoterpeno (3E)-4,8-dimethyl-1,3,7-nonatriene
(DMNT) que nas plantas SF + SF, ja nas primeiras
horas apds receber a lagarta, mostram uma produ-
cao significativamente maior do que nas plantas
Intacta + SF (Figura 5).

Como existe uma dependéncia na producdo dos
volateis nas plantas, uma vez que provém de rotas
biossintéticas interdependentes, a analise estatistica
aplicada para avaliar o comportamento de producéo
destes compostos ndo pode ser uma analise uni-
variada, como a ANOVA, pois este tipo de anélise
prevé a independéncia dos dados. Assim sendo, para
avaliar a influéncia dos tratamentos na producao dos
compostos volateis pelas plantas de milho, foi aplica-
da uma andlise multivariada: a curva de respostas
principais (CRP) (Figura 6).

Tratamentos —T—DMNT
Intacta-SF
& 7| — Intacta+SF
-~ SF-SF
o 4 7 SF+SF
N —T— (E)-2-acetate de hexenila
8 o P=0.006
CH
o -
o - P002 pggy P00
P=0.009.-- ——ciclosativeno
— B-mirceno
o -

Tempo (horas)

Figura 6. Curvas de Respostas Principais (CRP) da mistura de
voléteis produzidos por plantas de milho. As linhas representam o
padrdo de resposta da producdo dos compostos volateis emitidos
pelas plantas de milho submetidas a diferentes tratamentos:
Intacta + SF (plantas sem exposicédo aos volateis de planta
induzidos pela herbivoria — VPIH — e que receberam a lagarta
Spodoptera frugiperda na fase 3); Intacta-SF (plantas que néo
foram expostas aos VPIH e nem a lagarta S. frugiperda); SF + SF
(plantas expostas aos VPIH e que receberam lagarta S. frugiperda
na fase 3); e SF-SF (plantas expostas aos VPIH mas nao

receberam lagarta S. frugiperda).

A anélise de CRP mostrou que as plantas que pas-
saram pelo estado de alerta e foram induzidas pela
herbivoria de S. frugiperda (traco verde) (SF + SF)
responderam mais rapido e mais intensamente do
que as plantas que nao passaram pelo estado de
alerta, mas foram induzidas pela herbivoria na fase
3 (Intacta+ SF) (traco preto) (Figura 6). As plantas
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que passaram pelo estado de alerta, mas nao rece-
beram a lagarta na fase 3 (SF-SF) (traco vermelho),
nao diferenciam das plantas controle (Intacta —SF)
(traco cinza). A primeira varidvel canbnica da analise
de CRP explicou 97% da variabilidade dos dados,
sendo que 32% da variabilidade foi explicada pelos
tratamentos e 6% pelo tempo. O teste de permuta-
cao de Monte Carlo foi significativo, indicando que
as curvas obtidas foram representativas dos dados
(P <0.001) e em todos os tempos avaliados, com
excecao do periodo 4-8 h, existem diferencas signi-
ficativas entre os tratamentos. Os quatro compos-
tos apresentam alto valor do score, indicando que
todos tém influéncia na separacao dos tratamentos
(B-mirceno = 1,768; (E)-2-acetato de hexenila =
19,190; DMNT = 28,611; ciclosativeno = 3,450).
A andlise considera que as varidveis com valores aci-
ma de 1,0 influenciam significativamente as curvas
obtidas. As curvas também mostraram que as princi-
pais diferencas ocorreram no tempo amostral de 2 h
e 24 h apds o inicio da injudria (Figura 6).

Uma outra forma de analisar os resultados para
avaliar se as plantas entraram em estado de alerta é
por meio da conducao de bioensaios comportamen-
tais. Estudos prévios mostraram que o parasitoide de
ovos T. remus responde aos VPIH com 24 h apés o
inicio da herbivoria, ndo reconhecendo os odores de
plantas que sofreram herbivoria por periodos mais
curtos do que 24 h. Assim, se o estado de alerta
induzir a resposta de defesa indireta da planta mais
cedo ou de maneira mais intensa, a resposta com-
portamental do inseto poder ser alterada. Os bioen-
saios conduzidos no olfatémetro em “Y”, utilizando-
-se fémeas de 7. remus com plantas das fases 1 e 3,
mostraram que o parasitoide ndo respondeu seleti-
vamente aos volateis de plantas SF+SF com 8 e 16
h de injdria, quando contrastadas com os volateis
das plantas induzidas por herbivoria, mas preferiram
areas do olfatdbmetro tratadas com os voléateis das
plantas SF + SF, apés 8 e 16 h de herbivoria na fase
3, quando contrastadas com as plantas intactas-
-SF (volateis constitutivos) (Figura 7). Corroborando
os resultados observados na producéao de volateis,

a resposta mais cedo e com maior intensidade das
plantas SF + SF a injuria provocada pela lagarta S.
frugiperda resulta numa atracao seletiva do inimigo
natural da mariposa, o que ndo aconteceu com as
plantas que sofreram herbivoria (VPIHs) apés 8 e 16
h, quando comparadas com plantas sadias (Figura7).

Controle Tratamento

Volateis constitutivos (6) SF + SF 8h p=0.026

VPIHs 8h (2)SF+SF8h P=0777

Volateis constitutivos (3)SF + SF 16h  p=0.0509

VPIHs16h —

(2) SF + SF 16h P=0.777

(2) VPIHs 8h P=0.527

Volateis constitutivos
Volateis constitutivos

2)VPIHs 16h  p=1

e
>—|—4
——
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Proportion of T.remus females responding to the treatments

Wald s test, P < 0.05
Figura 7. Resposta das fémeas de Telenomus remus nos
bioensaios em olfatometria em “Y"” aos volateis emitidos por
plantas de milho com e sem injuria de herbivoria, submetida
aos diferentes tratamentos nas fases 1 e 3. SF+ SF (plantas
expostas aos volateis de planta induzidos pela herbivoria (VPIH)
e receberam lagarta Spodoptera frugiperda na fase 3) e VPIH =
plantas que sofreram herbivoria da lagarta S. frugiperda com 8
ou 16 h de injuria. Tempo de injuria: 8 e 16 horas. Asteriscos
indicam diferencas significativas entre tratamentos utilizando-
se o teste de Wald teste, com distribuicdo Xz, probabilidade de
0,05%.

Conclusdes e perspectivas

As respostas moleculares, bioquimicas e fisioldgicas
associadas com as defesas fenotipicas de plantas
que passam pelo estado de alerta sdo mais rapidas
e mais intensas quando comparadas as respostas de
plantas que nao passaram por este processo. Neste
trabalho, foi mostrado o efeito de alerta por meio da
producdo de compostos defensivos volateis. Tal efei-
to pode ainda ocorrer com compostos nao volateis,
como as fitoalexinas, os compostos fendlicos, os
acidos hidroxamicos, e outras caracteristicas ligadas
a defesa, tais como a producdo de horménios, en-
zimas e alteracdes na cromatina. Além das plantas,
o efeito de estado de alerta pode ocorrer frente a
patégenos como bactérias e fungos. Neste trabalho,
mostrou-se como realizar experimentos comparando
as diferencas fenotipicas (emissao de volateis) entre
plantas de milho que nao sofreram o estado de alerta
e plantas que foram submetidas a indutores do esta-
do de alerta. Também é possivel avaliar o estado de
alerta na fase 2, avaliando as indugcées da meméria
que ocorre antes da expressao das defesas. Neste
caso, estudos de transcriptoma para a identificacao
de genes poderiam ser conduzidos.

O entendimento do sistema de alerta das plantas e
a identificacdo dos genes envolvidos na defesa das
plantas, seja da defesa direta ou indireta, podem
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trazer novos modos de induzir a resisténcia das
plantas no campo, gerando conhecimento para o de-
senvolvimento de novos cultivares, visando a defesa
natural das plantas na atracdo de inimigos naturais.
O estudo também mostrou a importancia da ecologia
guimica para a selecao de cultivares que possam agir
como plantas-sentinela ou que apresentem maior re-
sisténcia ao ataque dos herbivoros mediante a defe-
sa indireta natural. O uso de plantas-sentinela junto a
plantas com capacidade de desenvolver o estado de
alerta pode ser de grande utilidade para estabelecer
sistemas de cultivo alternativos mais sustentaveis,
com plantas mais resistentes naturalmente e que
atraiam os inimigos naturais mais eficientemente,
minimizando assim o uso de agrotéxicos. Essas tec-
nologias sdo de grande importancia, principalmente
para os pequenos e médios agricultores.
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