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Metodologia para estudos de semioquimicos
e a sua aplicacao no manejo de pragas.
A influéncia de volateis de soja no comportamento

do parasitéide Telenomus podisi.

Introducéao

A producéo brasileira de soja ultrapassou os 50 milhdes toneladas em 2002, com uma éarea
estimada em 18 milhdes de hectares (CONAB, 2003), sendo o Brasil o segundo maior
produtor mundial.

Entre as principais pragas desta cultura destaca-se o complexo de percevejos da soja
(Hemiptera: Pentatomidae), que representa as pragas-chave desde a floracdo até o amadure-
cimento dos graos (Schaefer & Panizzi, 2000). Na regido Centro-oeste o percevejo
Euschistus heros (Figura 1) é a principal espécie deste complexo (Panizzi & Slansky, 1985).
Na atualidade, a técnica de controle mais utilizada para o manejo destes percevejos é o uso
de inseticidas. No entanto, uma série de problemas relacionados a contaminacéao do solo,
agua e ar, e a saude humana surgiu com o uso excessivo dos pesticidas sintéticos, o que
provocou a procura por técnicas menos agressivas para o controle de insetos.

Um método que pode ser usado para auxiliar nos programas de Manejo Integrado de Pragas
(MIP) é o uso de semioquimicos. Os semioquimicos (feromdnios, cairomonios, alomonios e

sinomoénios) podem ser usados em armadilhas no campo com o intuito de confundir, atrair,

ou repelir os insetos das culturas ou evitar que eles encontrem o parceiro para acasalamento
(Lima e Della Lucia, 2001).

Uma outra alternativa no uso de semioquimicos é a associagcao ao controle bioldgico,
especialmente com insetos parasitdides e predadores. Durante o comportamento de busca e
selecao de hospedeiros os insetos entoméfagos utilizam sinais de diferentes naturezas, entre
eles véarios semioquimicos produzidos por plantas hospedeiras, insetos fil6fagos e até
materiais inertes (Godfray, 1994). A utilizacdo destes semioquimicos pode auxiliar para
manipular o comportamento de agentes de controle bioldgico aumentando a eficiéncia do
controle de pragas.

Os feromonios apresentam vantagens quando, comparados aos pesticidas sintéticos, pois
sdo especificos, ndo téxicos, usados em pequenas quantidades e biodegradaveis.

O laboratério de Bioecologia e Semioquimicos da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia vem trabalhando nos ultimos anos em Ecologia Quimica Aplicada, principal-
mente com o desenvolvimento de metodologias de extracdo e aplicacdo de semioquimicos
de insetos e volateis de plantas para o controle de insetos-praga com énfase no complexo de
percevejos pragas da soja. As primeiras espécies estudadas, Nezara viridula e Euschistus
heros, tiveram os feromoénios sexuais identificados e avaliados em campo (Baker et al.

1987, Borges et al. 1987, Borges 1995, Aldrich et al. 1994, Borges & Aldrich 1994a,
Borges et al. 1998 a, 1998b, Zhang et al. 2003).

Nos dltimos anos a ecologia quimica de outros membros do complexo de pragas da soja
como Thyanta perditor, Edessa meditabunda, Piezodorus guildinii (Borges et al. 1999,
Zarbin et al. 2000), entre outros, esta sendo estudada. Além destes, respondendo a
demanda de outras unidades da Embrapa, a ecologia quimica de insetos praga da cultura do
arroz tais como o percevejo-do-colmo do arroz, Tibraca limbrativentris e o lepidéptero
Elasmospalpus lignosselus também estdao sendo estudadas no laboratério.
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Outra linha de pesquisa desenvolvida no laboratério de
Bioecologia e Semioquimicos da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia é o estudo da interacdo praga-
inimigo natural (Borges & Aldrich 1994b, 2001, Borges
1998). Plantas sofrendo o ataque de insetos sugadores ou
mastigadores liberam uma série de compostos volateis
especificos capaz de atrair parasitéides. Esses volateis
funcionam como uma defesa indireta da planta e podem
ser usados para manipular o comportamento de insetos
benéficos, como os parasitdides de ovos de percevejos
(Dicke, 1994). Este é o caso estudado no nosso laboraté-
rio da interagdo entre o percevejo Euschistus heros, a soja
e o parasitdide de ovos Telenomus podisi (Figura 2).
Esses volateis fazem parte da defesa indireta da planta e
ndo sdo liberados quando a planta esta saudavel ou sofre
danos mecanicos.

Fig.1. Percevejo Marrom da soja,

Euschistus heros

Fig.2. O parasitéide de ovos Telenomus

podisi

Os semioquimicos estao presentes nos organismos em
niveis de nanogramas ou menores (picogramas). Assim
sendo, os métodos de extracao e purificacdo trabalham
com quantidades muito pequenas de compostos. Para a
obtencao dos volateis, um dos métodos mais utilizado é a
aeracao de insetos ou plantas. Na aeracao todos os
volateis liberados pelo inseto ou pela planta sao coletados
em adsorventes sélidos (materiais poliméricos). H4 uma
série de adsorventes que pode ser utilizada. Sao usados
mais freqiientemente o Super Q (co-polimero de p-
devinilbenzeno-vinilbenzeno), Tenax GC (polifenilenoxida
na base de 2,6 difenilfenol), Chromosorb, carvéo ativado e
la de vidro. A dessorcao dos volateis é realizada utilizan-
do-se solventes organicos como hexano, heptano e
diclorometano. A Figura 3 mostra o esquema de aeracao
em cameras de vidro. O fluxo de ar dentro das cameras é
controlado por fluxdmetros e recomenda-se que o ar seja
filtrado e umidificado quando necessaério.

A identificacdo dos volateis extraidos de insetos e plantas
é feita através de espectrometria de massas acoplada a
cromatografia gasosa (GC-MS). A espectrometria de
massas fornece informacoes, caracteristicas das substanci-
as, que auxilia na identificacdo da maioria dos volateis
através dos fragmentos gerados na ionizagcédo. A
cromatografia gasosa permite a separacao de uma mistura
de multicomponentes de um extrato natural. O processo de
separacao baseia-se nas caracteristicas fisico-quimicas dos
componentes.

Apds a extracdo e anélise cromatografica a atividade
biolégica dos volateis é estudada em bioensaios com os
insetos vivos. Para os bioensaios utilizam-se olfatbmetros
ou arenas onde se cria uma corrente de ar que transporta
os volateis a serem avaliados. Quando o comportamento
dos insetos exige sdo utilizados tuneis de vento que
permitem o véo dos insetos enquanto estes seguem um
rastro de semioquimicos. O desenho dos olfatdmetros,
arenas e tlneis de vento sdo muito variaveis dependendo
do tamanho e caracteristicas biolégicas de cada espécie
estudada. O comportamento dos insetos é registrado por
observacao direta ou através da utilizacdo de camaras de
video e de softwares especificos

Objetivo

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito dos volateis
liberados pela soja, quando infestada por Euschistus
heros, no comportamento do parasitdide de ovos de
percevejos Telenomus podisi e o potencial do uso desses
volateis no manejo do percevejo.
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Metodologia

Plantas: Sementes de soja foram plantadas em vasos
plasticos de (7.0 cm altura, com didametro externo de 9.0
cm na parte superior e 6.0 cm na parte inferior) com solo
esterilizado. Os vasos foram colocados em uma camera
climatizada (Lab-line Instruments) a 27 °C, 70 % r.h., 65
+ 10 % UR. e 14:10 L:D fotoperiodo (25.000 Lux). As
plantas de soja usadas no experimento estavam no estagio
V3 (Fehr et al. 1971).

Insetos: O percevejo, E. heros, foi alimentado com semen-
tes de girassol (Helianthus annuus (L.)), graos soja
(Glycine max (L.) Merrill.), amendoim cru (Arachis
hypogaea (L.)) e vagem (Phaseolus vulgaris (L.)). Recipien-
tes separados foram usados para a criacao de adultos e
ninfas. Ovos foram coletados diariamente e separados em
placas de Petri para eclosdo. Para os experimentos machos
e fémeas foram separados depois da muda, antes de
atingirem a maturidade sexual (média de 5 dias de idade na
fase adulta).

Os parasitéide de ovos, Telenomus podisi (Figura 2)
usados nestes experimentos foram mantidos em cédmeras
climatizadas utilizando gaiolas de plasticos (frascos de
tecidos de cultura 25 cm? - ICN Biomedicals). Os ovos do
hospedeiro foram oferecidos aos parasitdides colados com
mel em cartelas de cartolina (4,0 X 0,5 cm), apés 24
horas foram removidos e transferidos para tubos de vidro
(7.5 x 1.3 cm) para incubacédo. Antes dos bioensaios os
parasitdides adultos foram mantidos em gaiolas plasticas
por 48 h. para acasalamento e contato com os ovos do
hospedeiro (experiéncia de oviposicao). Tanto o hospedei-
ro, E heros, como o parasitéide, 7. podisi, foram criados
nas mesmas condi¢cdes de laboratério 27 °C, 70 % r.h.,
65 = 10 % UR. e 14 h de fotofase.

Extracédo e pré-concentracéo do
semioquimicos

Coleta dos volateis de plantas: Os vasos contendo as
plantas foram envoltos com sacos plasticos de polietileno
e fechados no caule na altura dos cotilédones evitando,
assim, a contaminacao com volateis provenientes do
substrato onde as plantas cresceram (terra adubada) ou de
outros organismos que ali se encontravam (bactérias,
fungos, etc.). Para evitar qualquer dano ao caule este foi
envolvido com algodao na regido onde o saco plastico é
amarrado. As plantas foram entdo colocadas em container
de plastico de 5 L adaptado para a aeracao (Figura 4). Na
tampa do container dois furos foram feitos para a fixacao
dos tubos com adsorventes. Os tubos de vidro (8 cm de
comprimento e 0.7 cm de didametro externo) para coleta
dos voléateis foram preenchidos com 60 mg de adsorvente

Super Q (Alltech 80/100 mesh — Alltech Associates, Inc.).
Os tubos foram ligados ao sistema de vacuo conectados
por tubos de silicone. Ar purificado foi introduzido na
camera de aeracdo a 1200 mL min. ",

O experimento foi conduzido utilizando como tratamento
plantas de soja e 5 insetos; como controle sé plantas de
soja. Seis cameras independentes foram montadas, trés
para o tratamento e trés para o controle, sendo aeradas
simultaneamente. Cada aeracao foi conduzida por 24 horas
e os volateis coletados diariamente. A dessorcao dos
volateis foi conduzida com aproximadamente 2 mL de
hexano (solvente). O excesso de solvente foi evaporado
sobre N, ate aproximadamente 50 mL da solugéo,
correspondendo a aproximadamente a O, 1 individuo
equivalente (IE/mL) de solucéo a ser analisada/testada.

Os extratos foram analisados por cromatografia gasosa
(Perkin Elmer, coluna DB-1, 30 m x 0.25 mm ID, 0.25
mm filme). A coluna foi mantida a 50 °C por 2 minutos e
uma rampa de temperatura foi programada, 15 °C/min até
250 °C. Os picos foram analisados qualitativamente
comparando o perfil cromatografico do tratamento em
relacdo ao controle e quantificados baseando-se na area de
um padrao interno (acetato de decenila, 300 ng/mL).

Fig.3. Sistema de aeracdo para coleta de volateis montado em

cameras de vidro.
Bioensaios

Olfatometro: O olfatdmetro utilizado neste trabalho(Figura
5) foi manufaturado em uma placa de acrilico (20,0 X
19,0 cm) na qual foi feita uma cavidade em forma de “Y”
(corpo 9,0 cm; bracos 8,0 cm cada, com angulo de 130 °,
d.i. 1,5 cm). Esta placa de acrilico é colocada sobre um
vidro translicido com as mesmas dimensoes e na parte de
cima é colocado um vidro transparente sendo prensadas
usando clipes de papel. O ar conduzido para o interior do
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olfatémetro foi filtrado usando carvao ativado e
umidificado. O ar fluiu através de duas cameras tratamento
e controle onde estavam os estimulos que alcancaram os
bracos do olfatémetro. O fluxo foi regulado através de
fluxbmetros e mantido em aproximadamente 800 mL/min.
O olfatémetro foi envolvido por uma cortina preta para
evitar influéncia da luz sobre o comportamento do
parasitéide e iluminado por baixo por lampadas de
infravermelho (comprimento de onda a 950 nm,108
LEDs).

Coleta de dados: O olfatdmetro foi monitorado usando
uma camera de video (Sony SPT M324CE) ajustada a
lentes 12.5-75.0 mm /F1.8. As imagens capturadas foram
digitalizadas utilizando uma placa de captura de video (PC-
Studio PCTV Pinnacle System). E os dados foram
registrados e processados utilizando o software X-bug
(Colazza et al. 1999) (Figura 5). Posteriormente estes
dados foram analisados quantificando tempo de permanén-
cia em cada area do olfatdmetro, velocidade de locomocao
e indice de tortuosidade (variando de O a 1).

Experimentos: Para determinar se os volateis liberados pela
plantas quando danificada por insetos sugadores tém
algum efeito no comportamento de procura dos insetos
parasitdides foram conduzidos experimentos oferecendo os
extratos com os voléateis obtidos do tratamento e controle
aos parasitdides no olfatometro. Os extratos foram
embebidos em tiras de papel filtro (1,5 cm comprimento e
0,5 cm de largura) na concentracao de 0,5 |.E do extrato e
inseridas imediatamente nas camaras. Os papéis com os
extratos foram substituidos a cada dois bioensaios.

As fémeas dos parasitéides usadas nestes experimentos
estavam com 2 a 3 dias na fase adulta e foram usadas
somente uma vez. Uma vespa foi introduzida no
olfatdbmetro no extremo oposto a corrente de ar e seu
padrao de procura foi registrado durante 15 min. As
posicoes dos bracos do olfatdbmetro foram invertidas entre
tratamento e controle para evitar qualquer efeito tendencio-
so.

Resultados

A anélise cromatogréafica dos extratos coletados de plantas
de soja tratadas com insetos e plantas mantidas sem
percevejos mostrou uma diferenca qualitativa e quantitativa
entre os tratamentos nos 7 dias de aeracéo (teste Student-
Newman-Keuls, x= 30.485 n=7, p<0,001) (Figura 6)
Os bioensaios com as fémeas de 7. podisi mostraram que
estas responderam significativamente aos extratos do
tratamento em relacdo aos do controle (Figura 7). A andlise
do tempo de residéncia médio mostrou que a fémea do 7.
podisi permaneceu 25% do tempo total na drea do

tratamento e 5 % no controle. Além disto, as fémeas de T.
podisi quando submetidas aos volateis obtidos do trata-
mento apresentaram um comportamento arrestante (maior
procura em locais com indicios da presenca de seus
hospedeiros) que foi verificado com um alto indice de
tortuosidade, 0,84 e baixa velocidade linear, 4,5 mm/s.

Fig.4. Sistema de aeracdo de plantas montado com a soja.

R e =
P % g Pimcabe e by

R AN e

Fig.5. Bioensaio mostrando a atracdo do parasitéide 7. podisi

ao extrato do tratamento 1 em relacdo ao tratamento 2.

Conclusoes

A mistura de volateis liberada pela soja quando atacada
por E. heros apresenta diferencas quantitativas e qualitati-
vas em relacao a liberada pela soja ndo atacada.

Os bioensaios mostraram que os volateis liberados pela
soja danificada influenciam o comportamento de procura
do parasitéides 7. podisi. Desta forma, a defesa indireta
das plantas de soja, quando atacadas por E. heros, tem um
grande potencial para ser utilizada no controle biolégico
para manipular o comportamento de inimigos naturais.
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Soja infestada com Fémeas E.heros

ﬁﬂ N 0o

10.°2 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Soja sadia

2
0 H all H1 H
5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Tempo de Retencao / min

taxa de volateis liberados ng/h

Fig.6. Comparacdo qualitativa dos volateis liberados pela soja

infestada com E. heros e soja sadia.

Controle Tratamento

5 0 5 10 15
Frequéncia de resposta

Fig.7. Resposta das fémeas do parasitéide 7. podisi aos
volateis coletados da soja infestadas com E. heros (Tratamen-
to) e soja sadia (controle) (X= 9,94, n =1, p=0,0016).
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