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RESUMO

O bicudo-do-algodoeiro, Anthonomus grandis Boheman (Coleoptera: Curculionidae),
€ considerado uma das pragas-chave da cotonicultura brasileira devido ao prejuizo
econdmico causado por sua infestacdo, auséncia de inimigos naturais eficientes e
dificil controle por inseticidas. Uma das formas de monitoramento dessa praga tem
sido feita através de armadilhas contendo feroménio de agregacédo e tem mostrado
relativo sucesso. No entanto, estudos de campo revelaram que durante o periodo de
floracdo do algodoeiro o nimero de insetos capturados nestas armadilhas diminui
consideravelmente, sugerindo que volateis produzidos pela planta neste estagio
fenologico podem estar envolvidos na atracdo do bicudo. Os objetivos do trabalho
foram avaliar o perfil quimico dos compostos organicos volateis do algodoeiro nos
diferentes estagios fenoldgicos e sob diferentes condicdes de herbivoria, bem como
a atratividade destes para os adultos de A. grandis. Além disso, verificou-se a
existéncia de sinergismo entre os volateis liberados pelo algodoeiro e o feroménio de
agregacao emitido por machos de A. grandis. Assim, foram conduzidas coletas de
volateis de plantas de algoddo, nos estagios vegetativo e reprodutivo, quando
danificadas por insetos de diferentes guildas alimentares: o percevejo Euschistus
heros Fabricius (Hemiptera: Pentatomidae), a lagarta Spodoptera frugiperda J. E.
Smith (Lepidoptera: Noctuidae) e o besouro A. grandis. Os extratos contendo os
volateis do algodoeiro obtidos das aeracdes foram usados em bioensaios em
olfatdmetro em “Y” para avaliar a resposta de adultos de A. grandis e para analises
guimicas, por cromatografia gasosa e cromatografia gasosa acoplada ao
espectrometro de massas. Os dados de olfatometria mostraram que os adultos de A.
grandis foram atraidos pelos volateis emitidos por plantas de algoddo no estagio
reprodutivo danificadas por co-especificos. Os volateis induzidos por herbivoria do
bicudo-do-algodoeiro em plantas no estagio reprodutivo apresentaram efeito
sinérgico com o feroménio de agregacdo, aumentando o potencial de atracdo deste.
Os volateis induzidos por herbivoria de heteroespecificos ndo foram atrativos para
os adultos de A. grandis. As andlises quimicas mostraram que o algodoeiro produz
diferentes perfis de liberacdo de volateis de acordo com seu estagio fenolégico e
inseto que o ataca. Esse perfil foi qualitativamente semelhante, contudo apresentou
diferencas quantitativas entre os tratamentos. O algoddo no estagio vegetativo
liberou volateis em maior concentracdo quando comparado com o estagio
reprodutivo. Em ambos 0s estagios, as maiores taxas de liberacdo de volateis foram
observadas nos tratamentos de herbivoria por A. grandis. Dessa forma, os
resultados mostram que A. grandis usa os Vvolateis emitidos pelo algodoeiro
danificado por co-especificos para a localizagéo de hospedeiros e que compostos de
origem terpénica estariam envolvidos em sua atratividade.

Palavras-chaves: bicudo-do-algodoeiro, compostos organicos volateis, planta
hospedeira.



ABSTRACT

The boll weevil, Anthonomus grandis Boheman (Coleoptera: Curculionidae), is
considered the major pest in cotton fields in Brazil, due to the economic losses
caused by its infestation, absence of effective natural enemies and difficult to control
through the insecticides usage. This pest has been successfully monitored
throughout traps baited with aggregation pheromone with relative success. However,
field studies showed that the number of insects caught in these traps was
significantly reduced during the cotton blooming, suggesting that volatiles produced
by plants in this phenological stage may be involved in the boll weevil's attraction.
The objectives of this study were evaluate the chemical profile of volatile organic
compounds emitted by cotton plants at different phenological stages and under
different infestation conditions, as well as the attractiveness of these volatiles to
adults of A. grandis. In addiction, we verified if there is synergism between the
volatiles released by cotton plants and the aggregation pheromone emitted by male
boll weevils. Thus, headspace volatile were collected from cotton plants, in the
vegetative and reproductive stages, and damaged by insects of different feeding
guilds: the brown-stink bug Euschistus heros Fabricius (Hemiptera: Pentatomidae),
the fall-armyworm Spodoptera frugiperda J. E. Smith (Lepidoptera: Noctuidae) and
the boll weevil A. grandis. The cotton plant extracts obtained from headspace
collections were used in “Y” tube olfactometer bioassays to evaluate the boll weevil's
response and for chemical analysis using gas chromatography and gas
chromatography-mass spectometry. Olfactometry data showed that adults of A.
grandis were attracted by volatiles emitted from cotton reproductive plants damaged
by conspecific. Boll weevil's herbivore-induced volatiles in cotton reproductive plants
presented a synergistic effect with the aggregation pheromone, increasing its
attracting potential. Volatiles induced by heterospecific herbivores were not attractive
to adults of A. grandis. Chemical analysis showed that cotton plants produced
different volatile profiles, based on their phenological stage and attacking insects.
These profiles were qualitatively similar, but showed significant quantitative
differences between treatments. Vegetative cotton plants released higher volatile
concentrations compared to reproductive cotton plants. In both stages, the highest
released volatile rates were observed in A. grandis herbivore treatments. Thus, the
results showed that A. grandis uses conspecific herbivore induced volatiles to
localize hosts plants and terpenic compounds may be involved in its attractiveness.

Keywords: boll weevil, volatile organic compounds, host plant.
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gue maximiza as diferencas entre os tratamentos nas duas dimensdes consideradas
(CV1 e CV2). As linhas azuis representam os diferentes compostos presentes nas
amostras e seu comprimento, a importancia (magnitude relativa) da contribuicdo de
cada composto para a diferenciagcdo dos tratamentos. Veg: estagio vegetativo; Rep:
estagio reprodutivo; Ctrl: planta sem injdria; HAQ: injaria de herbivoria provocada por
Anthonomus grandis; HEh: injaria de herbivoria provocada por Euschistus heros;
HSf: injuria de herbivoria provocada por Spodoptera frugiperda; DMec: dano
mecanico. As letras “C” acompanhadas de numeros representam os compostos a-
Pineno (C1), Canfeno (C2), Benzaldeido (C3), B-Pineno (C4), B-Mirceno (C5), (Z2)-3-
Acetato de hexenila (C6), Limoneno (C7), B-Ocimeno (C8), Linalol (C9), DMNT
(C10), trans-3-Butirato de hexenila (C11), Salicilato de metila (C12), Benzotiazol
(C13), Indol (C14), cis-Jasmone (C15), a-Copaeno (C16), B-Cariofileno (C17), a-
Guaiene (C18), Geranil acetona (C19), a-Cariofileno (C20), Aloaromadendreno
(C21), Sesquiterpeno (C22), 6-Guaiene (C23), 6-Cadineno (C24) e TMTT
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Figura 25. Diagrama PRC da PRC da mistura de volateis liberados por plantas de
algodédo no estagio vegetativo, submetidas a diferentes tratamentos ao longo de
guatro dias consecutivos. Ctrl: planta sem injaria; HAg: injuria de herbivoria
provocada por Anthonomus grandis; HEh: injuria de herbivoria provocada por
Euschistus heros; HSf: injuria de herbivoria provocada por Spodoptera frugiperda;
DMec: dano mecanico. As linhas representam o padréo de resposta das plantas de
algodao aos diferentes tratamentos no tempo. Quanto maior o valor em modulo do
“efeito”, maior a contribuicdo dos compostos no padrao de resposta dos tratamentos
gue divergem em relacdo ao controle. O valor de p indica a significancia do primeiro
eixo da PRC sobre o tempo, baseando-se no teste de permutacdo de Monte
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Figura 26. Diagrama PRC da PRC da mistura de volateis liberados por plantas de
algoddo no estagio vegetativo, submetidas a diferentes tratamentos ao longo de
quatro dias consecutivos. Ctrl: planta sem injuria; HAQ: injuria de herbivoria
provocada por Anthonomus grandis; HEh: injuria de herbivoria provocada por

Euschistus heros; HSf: injuria de herbivoria provocada por Spodoptera frugiperda,

8



DMec: dano mecanico. As linhas representam o padrdo de resposta das plantas de
algodao aos diferentes tratamentos no tempo. Quanto maior o valor em médulo do
“efeito”, maior a contribuicdo dos compostos no padrao de resposta dos tratamentos
gue divergem em relag&o ao controle. O valor de p indica a significancia do primeiro
eixo da PRC sobre o tempo, baseando-se no teste de permutacdo de Monte
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1. INTRODUCAO

O método convencional mais amplamente utilizado no controle de pragas
agricolas é o emprego de inseticidas sintéticos que, além de prejudicar a saude
humana, causa impactos ao meio ambiente, como a poluicdo dos solos, agua e
efeitos toxicos em organismos ndo-alvo (BELTRAO & AZEVEDO, 2008; GALLO et
al., 2002). O uso indiscriminado de inseticidas pode também ocasionar uma série de
efeitos indesejaveis, tais como a ressurgéncia de pragas primarias, resisténcia e a
erupcdo de pragas secundarias (DEBACH & ROSEN, 1991). Alguns métodos
alternativos de controle podem ser empregados no contexto do Manejo Integrado de
Pragas (MIP) visando a reducdo do uso de produtos sintéticos na agricultura e,
consequentemente, minimizando os impactos ambientais decorrentes da adogao
exclusiva de inseticidas para controle dos surtos populacionais e seus efeitos sobre

organismos benéficos (VILELA & PALLINI, 2002).

O bicudo-do-algodoeiro, Anthonomus grandis Boheman (Coleoptera:
Curculionidae), € um dos mais importantes insetos-praga da cotonicultura no Brasil,
pois gera sérios prejuizos ao atacar as estruturas reprodutivas da planta, reduzindo
assim a producéo de fibras comercializadas. Na fase larval, o inseto se desenvolve
no interior destas estruturas, onde fica protegido da acéo de inseticidas de contato,
atingindo, assim, apenas os adultos (ALMEIDA et al., 2008; SANTOS, 2007,
BARBOSA et al., 1983). Dessa forma, as larvas induzem a queda dos bot6es florais
e destroem as macgas, impedindo, por fim, a formacdo dos capulhos (SANTOS,
2007; SILVIE et al.,, 2007; RAMALHO & SILVA, 1993). Além disso, a baixa
porcentagem de ocorréncia do controle bioldgico natural, aliada a alta capacidade de
reproducdo e a dificuldade de constatacdo da praga na lavoura, sdo obstaculos que
precisam ser vencidos para minimizar os prejuizos econdmicos causados por este
inseto nas safras de algodéao (ALMEIDA et al., 2008).

Nos dultimos anos, varios estudos tém sido feitos com o intuito de
compreender a comunicagdo quimica existente entre plantas e insetos herbivoros,
sendo que as substancias envolvidas nha comunicacdo entre estes organismos, por

mediarem as interacdes intra e inter-especificas, possuem inameras possibilidades
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de uso no MIP. Nesse sentido, 0 uso de semioquimicos € um substituto potencial ou
auxiliar dos métodos convencionais de controle e monitoramento populacional
(BASTOS et al., 2008; VILELA & PALLINI, 2002).

Os machos de A. grandis produzem quatro compostos especificos, que nao
séo sintetizados pelas fémeas da espécie: dois alcoais, (+)-cis-2-isopropenil-1-metil-
ciclobutano-etanol, (Z)-3,3-dimetilcicloexilideno-etanol, e dois aldeidos, (E)-3,3-
dimetilcicloexilideno-acetaldeido e (Z)-3,3-dimetilcicloexilideno-acetaldeido (Figura 1)
(TUMLIMSON et al., 1969). Esses compostos atraem tanto fémeas quanto machos,

agindo como feromonio de agregacéao.
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Figura 1. Estruturas quimicas dos quatro componentes do feroménio de agregacéo liberados pelos
machos de Anthonomus grandis. A. (+)-cis-2-isopropenil-1-metil-ciclobutano-etanol (Grandisol). B.
(2)-3,3-dimetilcicloexilideno-etanol  (Grandlure II). C. (E)-3,3-dimetilcicloexilideno-acetaldeido
(Grandlure Il). D. (2)-3,3-dimetilcicloexilideno-acetaldeido (Grandlure V).

Os programas de erradicacdo do bicudo-do-algodoeiro nos Estados Unidos
foram baseados no monitoramento sistematico das populacdes de adultos com
armadilhas de feromoénio (semioquimicos intra-especificos) associadas a aplicagdes
de inseticidas em diferentes periodos da safra e entressafra (KNIPLING, 1986;

LEGGETT, 1986). No Brasil, o controle populacional do bicudo é realizado
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principalmente através de inseticidas sintéticos, necessitando uma média de 12 a 17
aplicagcOes para seu controle (BASTOS et al., 2008; SANTOS, 2007; BARBOSA et
al., 1983). Aléem desta pratica, existem alguns programas de manejo usando
armadilhas com o feromdnio de agregacéo e Tubos Mata-Bicudo® (TMB), contendo
uma mistura de feroménio e inseticidas sintéticos (PAPA, 2006; DEGRANDE,
1998a).

A formulagdo comercial contendo os quatro componentes do feroménio de
agregacdo de A. grandis vem sendo usada com relativo sucesso para seu
monitoramento populacional (SANTOS, 2007). No entanto, estudos de campo
demonstraram que durante a época da floragcdo do algodoeiro, o0 nimero de insetos
capturados nas armadilhas diminui consideravelmente, jA& que os botbes sdo a
estrutura preferida pelo bicudo e também devido a competicdo com a emisséo
natural do feroménio (insetos infestando a lavoura) (LLOYD, 1986; RUMMEL &
CURRY 1986).

Desde a década de 80 ha relatos mostrando que a colonizacao do bicudo no
algodoeiro ocorre principalmente apés a formacao dos primeiros botdes florais, com
baixa ocorréncia da praga antes de seu surgimento, indicando que provavelmente
alguns sinais produzidos pelo algodoeiro podem estar envolvidos na sua atracéo,
competindo com o feromdénio de agregacdo usado nas armadilhas no campo.
Dickens (1985) e Dickens e colaboradores (1990) mostraram que a eficiéncia do
feromonio de agregacdo do bicudo aumenta consideravelmente com a adigao de (-
bisabolol e (E)-2-hexan-1-ol, componentes dos volateis do algodoeiro, sugerindo que
os insetos adultos utilizam compostos organicos volateis (COVs) de plantas durante

a procura por hospedeiros.

O perfil dos volateis produzido por plantas cultivadas pode mudar
dependendo da variedade e estagio fenologico (HARE, 2011; ZHU & PARK, 2005).
Além disso, varios estudos tém mostrado que a injaria provocada pela herbivoria
ativa os sistemas de defesa direta e indireta das plantas (MORAES et al., 2008a,
2005; DE MORAES et al., 2001, 1998), mas a acao biologica destes volateis sob co-
especificos dos herbivoros atacantes ainda é pouco entendida (CARROLL et al.,
2006). Dessa forma, a injaria ocasionada pela chegada dos primeiros insetos

herbivoros pode induzir mudancas na producdo dos metabdlitos secundarios —
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defesa induzida —, alterando o perfil de volateis que podem ser usados como sinais
quimicos pelas pragas emigrantes (ADDESSO & McAUSLANE, 2009; BICHAO et
al., 2005; KALINOVA et al., 2000). No caso do algodoeiro, foi relatado que apés a
chegada dos primeiros individuos de A. grandis a cultura, o recrutamento de novos
individuos parece ser estimulado por um sinergismo entre o feroménio de agregacéao
e os volateis florais (LLOYD, 1986; RUMMEL & CURRY 1986).

O tipo de injuria exercida pelo herbivoro é outro fator que influencia na
composi¢cdo dos compostos organicos volateis (HEIL, 2008). Insetos mastigadores,
como a lagarta Spodoptera frugiperda J. E. Smith (Lepidoptera: Noctuidae), e
sugadores, como 0 percevejo-marrom, Euschistus heros Fabricius (Hemiptera:
Pentatomidae), s&o pragas importantes que emigram do milho e soja,
respectivamente, para os algodoais. Ao colonizarem as lavouras de algodao, podem
alterar o perfil de volateis induzidos pela herbivoria e modificar o comportamento da
entomofauna associada a cotonicultura. Assim, 0s compostos organicos volateis
apresentam grande importancia ecoldgica, principalmente, no que diz respeito a
dindmica populacional e cadeias tréficas das comunidades (KESSLER &
HALITSCHKE, 2007).

O conhecimento da ecologia quimica do curculionideo A. grandis infestando o
algodoeiro, Gossypium hirsutum Linnaeus (Malvales: Malvaceae), constitui um
importante subsidio a melhoria dos métodos de monitoramento populacional e de
coleta massal, possibilitando a insercdo ou aprimoramento de uma alternativa ao
manejo integrado desta praga. Dessa forma, este trabalho teve por objetivo avaliar o
perfil quimico dos COVs do algodoeiro em diferentes estagios fenoldgicos
(vegetativo e reprodutivo) e sob diferentes condicdes de infestacdo (por co-
especificos e heteroespecificos), bem como a atratividade destes para os adultos de
A. grandis.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. ACULTURA DO ALGODAO

O algodoeiro é uma oleaginosa de habito herbaceo-arbustivo da familia
Malvaceae que apresenta ampla distribuicdo e tem como centro de dispersdo as
regides tropicais (JOLY, 1983). O género Gossypium, ao qual pertence o algodoeiro,
reline 52 espécies, contudo, apenas quatro séo cultivadas e apresentam importancia
econbmica: G. hirsutum L. que € uma espécie originaria do México, responsavel por
90% da producdo mundial de fibras; G. barbadense L. proveniente do Peru,
respondendo a pouco mais de 5% da producdo mundial; G. arboreum L. e G.
herbaceum L, de origem africana e asiatica, correspondem juntas aos 5% restantes
da producéo (BOLEK et al., 2005; BARROSO & FREIRE, 2003).

Mundialmente, a espécie G. hirsutum é uma das dez principais culturas
cultivadas, sendo plantada economicamente em mais de 60 paises. No entanto,
outros 150 produzem ou consomem o0 algoddo que € destinado primariamente a
industria téxtil e alimenticia na producédo de oleo e farelo para alimentagcdo animal
(BELTRAO & AZEVEDO, 2008; CARDOSO, 2001). Atualmente sdo plantados mais
de 33 milhdes de hectares de algoddo, com producdo girando em torno de 25
milndes de toneladas. Os maiores paises produtores de algoddo sdo Estados
Unidos, China, india, Pasquistdo, Brasil, Uzbequist&o, Turquia e Austrélia, em ordem
crescente de produtividade (USDA/FAS, 2011).

O Brasil tem se destacado no mercado mundial como grande produtor,
consumidor e exportador de algodao (USDA/FAZ, 2011). O cultivo do algodoeiro em
territério nacional ocorre em trés regides que diferem em caracteristicas
topogréficas, climéaticas e soécio-econdémicas (BELTRAO & AZEVEDO, 2008;
CAPALBO & FONTES, 2004). A regido do semi-arido no nordeste, detentora de
2,5% da producao nacional; a regiao Meridional (SP e PR com 10,2%) e a regido
Centro-Oeste, a maior produtora nacional (FONTES et al., 2006). A variedade de
algodao Delta Opal (Delta & Pine) é uma cultivar recomendada para o plantio em
todas as regides do Brasil por apresentar sementes de alta qualidade e com

rendimento de pluma de até 42% em um pequeno volume de sementes por hectare,
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conferindo, assim, grande economia ao produtor. Além disso, possui resisténcia
multipla a doencas, principalmente aquelas transmitidas por pulgbes (MONSANTO,
2001).

O agronegocio € uma das principais atividades econémicas para a geracao de
renda e ocupacdo de mao-de-obra no pais. A cadeia do algoddo movimenta um
valor estimado de 120 bilhdes de reais. De acordo com a Companhia Nacional de
Abastecimento (CONAB), na safra brasileira de 2010/2011, plantou-se 1.400,3 mil
hectares, correspondendo a um aumento de 67,6% quando comparado com a safra
do ano anterior. A produtividade média do algodao esté prevista para 3.701 kg/ha e
1.957,9 mil toneladas, respectivamente, para o carogo e a pluma. A regido que mais
contribuiu para o aumento observado foi a Centro-Oeste, destacando-se os estados
de Goias, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul. A alta no preco e a forte reducédo dos
estoques mundiais sdo fatores que ajudam a explicar o aumento observado na area
plantada (CONAB, 2011).

O algodoeiro é uma planta perene de crescimento indeterminado e possui
uma das mais complexas morfologias entre as plantas cultivadas (BELTRAO &
AZEVEDO, 2008). Os estagios fenologicos, vegetativo e reprodutivo, podem ocorrer
simultaneamente, destacando-se quatro fases de desenvolvimento: (I) germinagéo e
estabelecimento dos cotilédones; (Il) area foliar e desenvolvimento da copa; (Ill)
florescimento e surgimento dos botdes e (IV) maturacdo (FONTES et al., 2006).
Dependendo das condi¢Bes ambientais e da cultivar, o algodoeiro apresenta ciclos
com variacao de 100 a 190 dias, no qual o florescimento comeca aproximadamente
50 dias apds a emergéncia das plantulas (BELTRAO & AZEVEDO, 2008; FUZATTO,
1999).

A cultura do algoddo atrai, fornece alimento e abrigo para um grupo
significativo de insetos-praga que atacam as raizes, caules, folhas, botdes florais,
macas e capulhos, causando sérios prejuizos econdémicos aos produtores. No Brasil,
ha registros de que cerca de 260 espécies de artropodes estejam associadas a
cotonicultura e destes, 20 tém potencial de infestar o algodoeiro (PAPA, 2006;
SILVA et al., 1995). Destacam-se entre os insetos da parte aérea da fase inicial do
ciclo de desenvolvimento do algod&o, os pulgdes Aphis gossypii Glover e Myzus
persicae Sulzer (Hemiptera: Aphididae), devido aos danos diretos como vetores de

doencas. Durante o0 estagio vegetativo e inicio do reprodutivo, lagartas
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desfolhadoras como a lagarta-militar Spodoptera frugiperda J. E. Smith e o
curuqueré do algodoeiro Alabama argillacea Hubner (Lepidoptera: Noctuidae) séo as
principais pragas. Ja no estagio reprodutivo, as pragas dominantes s&o o bicudo-do-
algodoeiro Anthonomus grandis Boheman (Coleoptera: Curculionidae), a lagarta-
rosada Pectinophora gossypiella Saunders (Lepidoptera: Gelechiidae) e a lagarta da
maca Heliothis virescens Fabricius (Lepidoptera: Noctuidae) (GONDIM et al., 1999).
Além destas, uma série de percevejos migrantes da soja como Euschistus heros
Fabricius, Nezara viridula Linnaeus e Piezodorus guildinii Westwood (Hemiptera:
Pentatomidae) vem causando sérios prejuizos ao atacarem as magas,
comprometendo a qualidade das fibras produzidas (DEGENHARDT et al., 2011;
RIBEIRO et al., 2000).

2.2. 0O BICUDO-DO-ALGODOEIRO

O bicudo-do-algodoeiro, Anthonomus grandis Boheman (Coleoptera:
Curculionidae), pertence ao género Anthonomus o qual possui mais de 350 espécies
catalogadas (BURKE, 1986). Este inseto foi descrito em meados do século XIX, com
base em material proveniente da cidade de Vera Cruz no México e, a principio, sem
associacdo a hospedeiro algum (GABRIEL, 2002; BRAGA-SOBRINHO &
LUKEFAHR, 1983). Estudos filogenéticos posteriores, revelaram que o possivel
hospedeiro original de A. grandis consistia em espécies do género Hampea
(Malvales: Malvaceae) e com o tempo transferiu-se para o género Gossypium
(JONES, 2001; MANESSI, 1997).

O bicudo foi registrado pela primeira vez nos Estados Unidos em 1892,
posteriormente disseminou-se para Venezuela em 1949 e, a partir dai, para
Colémbia em 1950 (BURKE, 1986). No Brasil, os primeiros registros de A. grandis
datam de 1983, no estado de S&o Paulo (BARBOSA et al.,, 1983). Em 1985, o
bicudo ja havia se dispersado por mais de 350 mil hectares de algoddo em Séo
Paulo e em varios estados do Nordeste (SILVA et al., 1995). Na regido Centro-Oeste
a primeira ocorréncia foi detectada no Mato Grosso, em 1993 (BASTOS et al., 2005).

A metamorfose do bicudo-do-algodoeiro € do tipo holometabola, passando,
portanto, pelas fases de ovo, larva, pupa e adulto (Figura 2) (ALMEIDA et al., 2008).

O ciclo biolégico é relativamente curto, aproximadamente 25 dias, o que permite a
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ocorréncia de quatro a seis geracfes durante uma safra, dependendo das condi¢des
de umidade e temperatura (SANTOS, 2001; TEIXEIRA & ALVES, 1996). O processo
de infestacdo se inicia quando os botbes florais do algodoeiro atingem cerca de 6
mm de didmetro. Os ovos séo depositados isoladamente no interior destes botbes e
das macgas, a uma taxa de sete a 11 ovos por fémea por dia, podendo atingir um
montante final de até 300 ovos por fémea durante seu ciclo de vida (ALMEIDA et al.,
2008; TEIXEIRA & ALVES, 1996).

Fotos: Clemson University - USDA

UGA1235198

Figura 2. Fases de desenvolvimento do curculionideo Anthonomus grandis. A. Botdo com sinal de
oviposicdo. B. Larva. C. Pupa. D. Adulto.

O periodo de incubacdo dos ovos varia de dois a quatro dias, eclodindo entao
as larvas. Estas se alimentam no interior das macas e botdes, passando por trés
instares com duracdo meédia total de oito dias. O periodo pupal que se segue, dura
de quatro a seis dias. Os adultos apresentam longevidade média de 40 dias,
dependendo das condi¢cbes ambientais, e precisam se alimentar por sete dias para,

enfim, copular e produzir mais ovos, dando inicio a um novo ciclo (ALVAREZ, 1990).
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O bicudo-do-algodoeiro é encontrado geralmente nos botdes florais, sendo os
adultos ativos das 6 h as 18 h, com pico de atividade das 9 h as 12 h (AQUINO et
al., 1986). A presenca do bicudo nos campos de algodéo pode ser inferida a partir
da observacdo da abertura das bracteas dos botdes florais (BRAGA-SOBRINHO &
LUKEFAHR, 1983). Ap6s a alimentacdo e/ou oviposi¢cdo, os botdes podem
permanecer fixados a planta por até nove dias, quando sofrem abscisdo e caem no
solo (ALMEIDA et al., 2008). Na auséncia de estruturas reprodutivas do algodoeiro,
o bicudo pode ainda se alimentar de folhas jovens, do peciolo e da parte terminal
dos caules (DEGRANDE, 1998a; 1991). No Brasil, o periodo mais critico para a
cultura do algodao é entre 50 e 90 dias apds a emergéncia das plantas, quando se
define cerca de 80% da producdo (GONDIM et al., 1999). Ha registros de perdas
provocadas por A. grandis de até 84% da area total plantada (DEGRANDE, 1998b;
RAMALHO, 1994).

Anthonomus grandis apresenta cerca de 40 espécies de inimigos naturais,
guer sejam parasitas ou predadores (BRAGA-SOBRINHO & LUKEFHAR, 1983).
Contudo, estes inimigos naturais nao funcionam efetivamente no controle das
populacdes de A. grandis, mesmo na area considerada como centro de origem do
inseto. Pode-se destacar. as formigas do género Solenopsis (Hymenoptera:
Formicidae) como predadores dos estagios imaturos do bicudo; o ectoparasitoide
Catolaccus grandis Burk (Hymenoptera: Pteromalidae) cujas taxas de parasitismos
foram consideradas altas, porém este parasitoide apresentou ineficiéncia de
estabelecimento nos locais de liberacdo nas regides do Mississippi nos Estados
Unidos; e os parasitoides do género Bracon (Hymenoptera: Braconidae) que sao
capazes de colonizar a fase larval e pupal do bicudo, contudo com baixo indice de
parasitismo (média de 5% de controle) (MIRANDA, 2006; BASTOS et al., 2005;
DEGRANDE, 1991).

A cotonicultura demanda um alto investimento em agrotéxicos devido ao
complexo de pragas que a ataca. O uso de produtos sintéticos para o controle de
insetos-praga pode chegar a 25% do custo da producédo de algoddo (ALMEIDA et
al., 2008; GALLO et al., 2002). No Brasil, o controle efetivo do bicudo-do-algodoeiro
e feito mediante o uso intensivo de inseticidas sintéticos, requerendo uma média de
17 aplicagdes por ciclo de cultivo (ALMEIDA et al., 2008; FONTES et al., 2006). De

maneira geral, os agricultores brasileiros ndo levam em consideracdo os efeitos
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colaterais que o uso indiscriminado de agorotéxicos pode causar aos artrépodes
benéficos, ao agroecossistema e a prOpria saude dos trabalhadores rurais
(ALMEIDA et al, 2008). Dentre estes efeitos, a ressurgéncia de pragas-chave, a
erupcdo de pragas secundarias, o aparecimento de populacdes resistentes e a
elevacdo das doses e frequéncia de pulverizacdo de agrotéxicos sao fatores que
contribuem para o aumento no custo de medidas de controle de pragas (BELTRAO
& AZEVEDO, 2008).

O ferombnio do bicudo-do-algodeiro é produzido pelos machos e tem
potencial de atragdo a ambos o0s sexos, sendo, portanto, classificado como
feroménio de agregacdo (TUMLINSON et al., 1969). Ele é produzido apés se
alimentarem de botdes florais e macas, e expelido junto as fezes (LEGGETT, 1986).
A formulacdo sintética do feroménio de agregacdo ja € comercializada e
amplamente empregada nas culturas de algodao. Dessa forma, o uso de armadilhas
contendo feromoénio constitui-se em uma ferramenta importante para determinar o
momento certo e a quantidade de aplicacbes de agrotoxicos a serem usados
(FONTES et al., 2006). Essas armadilhas tém sido utilizadas com relativa eficiéncia
para monitorar infestacdes e determinar a distribuicdo de bicudos no campo. No
estado de Goias, tem sido usado Tubos Mata-Bicudo® (TMB), uma armadilha
impregnada com o inseticida Malathion e o ferombnio sintético, para supressao da
populacdo remanescente no periodo da entressafra (FERREIRA & ECHER, 2003).

Nos Estados Unidos, a erradicacdo de A. grandis se deu através do uso
combinado de produtos quimicos e métodos de manejo cultural e legislativo — uso de
cultivares de ciclo curto e cumprimento das datas limites de plantio e destruicéo de
soqueiras da safra anterior (BARBOSA et al.,, 1986). Um amplo programa de
erradicacdo do bicudo-do-algodoeiro foi instalado no oeste do pais no final da
década de 90. Atualmente, o bicudo € considerado um problema apenas em regifes
especificas dos estados do Texas, Arkansas e Louisiana (TORRES & RUBERSON,
2009).

2.3. A LAGARTA-MILITAR

A lagarta-militar, Spodoptera frugiperda J. E. Smith (Lepidoptera: Noctuidae) é

a praga-chave da cultura do milho no Brasil. No entanto, trata-se de uma espécie
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polifaga capaz de atacar outras culturas economicamente importantes, como: sorgo,
trigo, arroz, algodao, tomate, amendoim, batata, repolho, abdbora e couve (Figura 3)
(CRUZ et al.,, 1999). Nos Uultimos anos, S. frugiperda tem se destacado como
importante praga na cotonicultura brasileira, principalmente nas regifes produtoras
do Centro-Oeste (FITT et al., 2006).

Foto: Clemson University - USDA

Figura 3. Lagarta-militar Spodoptera frugiperda.

A cultura do milho é plantada durante o ano inteiro no Brasil
(safra/safrinha/inverno) e o periodo de colheita da primeira safra e plantio da
safrinha coincidem com o ciclo de cultivo do algodao. Dessa forma, S. frugiperda
encontra condi¢cfes favoraveis para o seu desenvolvimento, migrando de uma
cultura para outra, tornando-se bastante frequente nas lavouras de algodéao (PAPA,
2005).

No algodoeiro, a lagarta-militar pode causar injurias durante todo o ciclo de
desenvolvimento da planta (SANTOS, 2001). Em sistemas de plantio direto, as
lagartas danificam as plantulas, cortando-as acima do coleto ou raspando as folhas,
as quais ficam necrosadas e com aspecto translicido. Ao longo do desenvolvimento
do algodoeiro, a lagarta-militar apresenta preferéncia por danificar as estruturas
reprodutivas da planta (GALLO et al., 2002; SANTOS, 2001). Ainda ndo existem
dados confiaveis sobre o percentual de perda provocado por S. frugiperda nas
culturas de algodao do Brasil (FONTES et al., 2006).
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2.4. O PERCEVEJO-MARROM

O percevejo-marrom, Euschistus heros Fabricius (Hemiptera: Pentatomidae),
€ considerado uma das mais importantes pragas da cultura da soja no Brasil,
ocorrendo desde o norte do estado do Parana até a regido Centro-Oeste (Figura 4)
(BORGES et al., 2011; CORREA-FERREIRA & PANIZZI, 1999). Nas Ultimas safras,
a incidéncia de percevejos da familia Pentatomidae tem aumentado nas culturas de
algodéao, principalmente onde ha o plantio de variedades de ciclo tardio (PAPA,
2006). Nos Estados Unidos, o complexo de percevejos pentatomideos provocou a
perda de 24 mil toneladas de algodéo, tornando-se o terceiro grupo de pragas que
mais causou danos a cotonicultura em 2009 (WILLIAMS, 2009).

Foto: Radl A. Laumann

Figura 4: Adulto do percevejo-marrom Euschistus heros.

No periodo de colheita da soja, de fevereiro a maio, o algodoeiro esta na fase
de transicdo do estagio vegetativo para o reprodutivo, surgindo os primeiros botdes
florais. E durante este periodo que a cultura do algoddo sofre o ataque dos
percevejos migrantes da soja, destacando-se o percevejo-marrom (SORIA et al.,
2010a; SANTOS, 2001). Estes percevejos migrantes podem provocar a abscisdo
dos botbes florais e destruicdo das macas (MARUR & RUANO, 2002).

Estudos realizados em campos de algodédo Bt (NuOpal) e ndo-Bt (DeltaOpal),
em Dourados-MS, evidenciaram a presenca de trés espécies de percevejos

migrantes das culturas de soja: E. heros, N. viridula e Edessa meditabunda Fabricius
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(Hemiptera: Pentatomidae). Destes, E. heros foi a espécie mais abundante, em
ambos os campos, inclusive com incidéncia de ninfas (SORIA et. al., 2010b). As
lavouras com cultivos de algoddo Bt costumam receber menores quantidades de
defensivos quimicos, aumentando a susceptibilidade de invasdo por percevejos
migrantes da soja. (FITT et al., 2006).

2.5. INTERACAO INSETO-PLANTA MEDIADA POR VOLATEIS

Evolutivamente, as plantas desenvolveram a habilidade de reconhecer e
responder ao ataque de insetos herbivoros. Dentre as estratégias defensivas
utilizadas pelas plantas, tem-se as defesas direta e indireta. Na defesa direta, as
caracteristicas morfolégicas, tais como tricomas, espinhos e superficies cerosas, no
geral, agem negativamente sobre os insetos. Além disso, caracteristicas quimicas,
através da producdo de metabdlitos secundarios ou via proteinas defensivas
especializadas (inibidores de proteinase), provocam acéao repelente, supressora de
alimentacdo e oviposicdo ou redutora de digestibilidade (ARIMURA et al., 2005;
CORTESERO et al., 2000; DICKE, 1994). Assim, os mecanismos de defesa direta
podem alterar a biologia ou o comportamento de insetos herbivoros.

No algodao, a principal causa fisica da resisténcia a insetos esta relacionada
a radiacdo emitida pelas folhas, flores e macés (BASTOS et al., 2008). Com relacéo
aos caracteres morfologicos, ja foi avaliado que a bractea frego, folhas do tipo okra,
alta pilosidade, plantas glabras e a auséncia de nectéarios extraflorais sédo estrutruas
gue conferem resisténcia a diversos insetos (ZARPAS et al., 2006; VIDAL-NETO et
al., 2005; RAUGHUMARAN et al 2004). Além dessas caracteristicas, existe uma
série de substancias provenientes do metabolismo secundario do algodoeiro que
atuam na defesa direta, como os &cidos fendlicos e os flavondides que podem ser
encontrados em estruturas especializadas, como as glandulas que armazenam o
gossipol, um aldeido polifendlico de origem terpénica toxico a muitos insetos e
plantas (Figura 5) (BASTOS et. al 2008; HEDIN & MACCARTY, 1995). O gossipol é
um composto de grande interesse medicinal devido as propriedades
anticancerigenas e efeito toxico em humanos e ndo-ruminantes. Seu efeito em
insetos é bastante diversificado, mas, no geral, pode levar a uma reducéo do peso e

do tempo de desenvolvimento dos primeiros estagios de vida, como observado nas
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lagartas Pectinophora gossypiella Saunders (Lepidoptera: Gelechiidae) (WILLIAMS
et. al, 2011; CARRIERE et al., 2004) e Heliothis armigera Hiibner (Lepidoptera:
Noctuidae) (KONG & ZHU, 2010). No entanto, o gossipol ndo apresenta efeitos
significativos na sobrevivéncia de insetos e varios herbivoros como Heliothis
virescens Fabricius (Lepidoptera: Noctuidae) e A. grandis parecem né&o ser afetados
pelas quantidades deste composto no algodoeiro (HEDIN et al., 1992). Estudos com
A. grandis mostraram que as fémeas preferem ovipositar em cultivares de algodéao
gue apresentam maiores concentracfes de gossipol quando comparado com
cultivares com pouco ou sem gossipol (HEDIN & MACCARTY, 1995).

Figura 5. Estrutura quimica do gossipol.

A defesa indireta envolve a atracdo de inimigos naturais dos herbivoros que
atacam a planta, por meio da producdo de nectarios extraflorais, domaceas e COVs
(CHEN, 2008; HEIL, 2008). Estudos mostraram que algodoeiros danificados por
herbivoria das lagartas S. frugiperda e Spodoptera exigua Hubner (Lepidoptera:
Noctuidae) liberam uma mistura de volateis diferente daquela liberada pelas plantas
sem injuria, sendo que esses Vvolateis induzidos por herbivoria atrairam o0s
parasitéides Microplitis croceipes Cresson e Cotesia marginiventris Cresson
(Hymenoptera: Braconidae) (ROSE et al., 1998). Um estudo mais recente mostrou
gue duas cultivares de algoddo, uma Bt e sua variedade parental, quando
danificadas pela lagarta S. frugiperda, também emitiram COVs induzidos por
herbivoria com propriedades atrativas para o parasitoide Trichogramma pretiosum
Riley (Hymenoptera: Trichogrammatidae) (MORAES et al., 2011).

As defesas nas plantas podem ser constitutivas — continuamente expressas e
nao-dependentes da acdo de agentes agressores — ou induzidas, expressas

somente apés a ocorréncia de eventos de herbivoria, como nos exemplos
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supracitados, onde o algodoeiro teve sua defesa indireta induzida (PIETERSE &
DICKE, 2007).

Quando herbivoros se alimentam de uma planta, héa a liberagcdo de COVs a
partir do local da injuria, como resultado de danos provocados aos tecidos celulares
(DUDAREVA et al., 2006). Entretanto, a emissdo destes volateis ndo se restringe
apenas ao local do dano, podendo ocorrer uma resposta sistémica da planta (ROSE
et al., 2005; 1996; TURLINGS & TUMLINSON, 1992). A fungéo priméaria dos COVs
induzidos por herbivoria € defender as plantas contra os herbivoros, quer seja
através de suas propriedades toxica, repelente ou deterrente, quer seja atraindo os
inimigos naturais dos herbivoros em ataque (DUDAREVA et al., 2006). A resposta
da planta depende do nivel de inducédo e das habilidades dos inimigos naturais em
discriminar os odores emitidos. Tais respostas podem ser consideradas adaptativas,
uma vez que levam a reducgéo na densidade de insetos herbivoros (DICKE, 1995).

A maioria dos estudos acerca da emisséo de volateis induzidos por herbivoria
tem se concentrado nos efeitos destes sobre o comportamento do terceiro nivel
trofico, mostrando um efeito positivo para a planta ao atrair os inimigos naturais.
Contudo, o aumento na producdo de volateis observado em plantas que sofreram
herbivoria pode destaca-las das plantas vizinhas, representando, assim, um risco, ja
gue insetos herbivoros utilizam sinais emitidos pelas plantas para localizar alimento
(ADDESSO et al., 2011; ADDESSO & MCAUSLANE, 2009; SZENDREI et al., 2009;
KALINOVA et al., 2000; BOLTER et al., 1997; MECHABER, 1992). Logo, nem
sempre os COVs induzidos por herbivoria podem ser benéficos as plantas, havendo
casos de atracdo de herbivoros por estes volateis, resultando em maior ataque
(DUDAREVA et al.,, 2006). Os sinais emitidos podem representar uma fonte de
alimento com competidores ou elevado risco de potenciais inimigos naturais. Neste
sentido, ndo é possivel predizer quando os herbivoros serdo atraidos por estes
volateis ou se eles se utilizaréo destes para evitar plantas infestadas (BOLTER et al.,
1997). Ha registros na literatura da ocorréncia de ambos os casos: o pulgdo A.
gossypii evitou os volateis emitidos por plantas de algoddo infestadas por co-
especificos (HEGDE et al., 2011). Alternativamente, lagartas de S. frugiperda foram
atraidas por volateis de milho com e sem herbivoria, entretanto, observou-se maior

preferéncia por plantas infestadas por co-especificos (CARROLL et al., 2006).
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Plantas sem injuria ou danificadas mecanicamente apresentam um perfil de
volateis diferente daquele observado em plantas que sofreram ataque de insetos
herbivoros. Elas podem emitir em pequenas quantidades ou simplesmente nao
emitir aqueles volateis induzidos pela hebivoria (ROSE et al., 1998; DICKE et al.,
1990; TURLINGS et al., 1990). Os volateis emitidos devido a acao de herbivoros sdo
induzidos por substancias indutoras presentes na saliva dos insetos ou produzidos
durante a alimentacdo. Estes compostos séo liberados nas secrecfes orais destes
herbivoros, podendo, portanto, ser definidos como espécie-especificos (DE
MORAES et al., 1998; PARE & TUMLINSON, 1998). Um exemplo € a volicitina um
conjugado do &cido linolénico (obtido das plantas) e da glutamina (aminoéacido do
inseto) que €& produzida por lagartas de S. exigua durante a sua alimentacdo e
guando regurgitada, induz a defesa indireta da planta (Figura 6) (ALBORN et al.,
1997).

acido Iinolén,bo

& p\aﬂ"a

Figura 6. Desenho esquematico mostrando a inducdo provocada pela secrecdo oral da lagarta
Spodoptera exigua, que ingere acido linolénico e no intestino médio conjuga-o ao aminoacido

glutamina formando a volicitina que, quando regurgitada na planta, induz a defesa indireta.

7

O tipo de dano exercido pelo herbivoro € outro fator que influencia na

composicdo dos COVs. Os insetos de habito mastigador induzem principalmente a
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producdo de volateis através da rota do &acido jasménico, enquanto os sugadores
induzem principalmente a rota do acido chiquimico (MICHEREFF et al, 2011; HEIL,
2008; SMITH & BOIKO, 2007). Além disso, o estagio fenoldgico da planta, bem
como as diferentes variedades de uma mesma espécie, permitem variagcdes na
composicdo qualitativa e quantitativa destes volateis (HARE, 2011; ZHU & PARK,
2005). Trabalhos com diferentes variedades de algodao infestadas por lagartas de
S. exigua apresentaram composi¢cdo qualitativa diferenciada. Os compostos (E)-2-
hexenal, (Z)-3-hexen-1-ol, a-pineno, B-pineno, mirceno, (Z)-3-acetato de hexenila,
(E)-4,8-dimetil-1,3,7-nonatrieno  (DMNT), indol, B-cariofileno, a-humuleno, pB-
farneseno, a-farneseno, nerolidol e (E,E)-4,8,12-trimetiltrideca-1,3,7,11-tetraeno
(TMTT) foram induzidos ap0s o ataque de herbivoria de S. exigua na cultivar de
algodéao Delta Pine 5415 (RODRIGUEZ-SAONA et al., 2003). Ja a cultivar Delta Pine
Acala 90, quando submetida ao mesmo tratamento de herbivoria, emitiu os
compostos (E)-2-hexenal, (Z)-3-hexen-1-ol, a-pineno, B-pineno, mirceno, (Z)-3-
acetato de hexenila, (Z)-3-isobutirato de hexenila, (Z)-3-butirato de hexenila, (E)-2-
butirato de hexenila, limoneno, B-ocimento, linalol, DMNT, indol, jasmona, pB-
cariofileno, a-humuleno, B-farneseno, a-farneseno e TMTT (PARE & TUMLINSON,
1998). Nestes casos, a variedade Delta Pine Acala 90 apresentou algumas
variacbes quanto a liberacdo de terpenoides (ciclicos e aciclicos) e butiratos de
hexenila.

Os compostos induzidos pela herbivoria geralmente sao formados por alcodis,
ésteres, aldeidos e terpenoides (DUDAREVA et al., 2006). Dentre estes, os volateis
verdes de planta (green-leaf-volatiles), derivados da rota da lipoxigenase, sao
geralmente emitidos imediatamente apds a inducdo (DUDAREVA et al., 2006;
GATEHOUSE, 2002). Diferentemente de alguns ésteres e terpenoides, que nao sdo
armazenados na planta, sendo produzidos de novo quando induzidos pela herbivoria
tendo, assim, sua liberacéo tardia (Figura 7) (MORAES et al., 2009; DUDAREVA et
al, 2006; PARE & TUMLINSON, 1998).

Estudos relacionados a comunicagcdo quimica entre insetos e plantas
constituem um importante passo para o desenvolvimento de ferramentas que podem
ser aplicadas no MIP. A identificacdo dos compostos organicos volateis emitidos
pela herbivoria e suas interacdes com 0s insetos, sejam eles herbivoros ou inimigos
naturais, pode gerar o0 estabelecimento de medidas alternativas ao uso de
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agrotoxicos. Um exemplo de sucesso do uso de volateis de plantas no manejo de
pragas é o sistema push-pull do milho, implementado no Quénia (COOK et al.,
2007). Este sistema consiste ha manipulacdo do comportamento de insetos-pragas,
bem como de seus inimigos naturais, por meio da integracdo de estimulos que
mascarem ou protejam a cultura de interesse (push), enquanto outra fonte de
estimulos os atraem para uma cultura armadilha (pull) (MILLER & COWLES, 1990).
Em plantacdes de milho na Africa, tem sido utilizado as espécies Melinis minutiflora
Beauv. (Poaceae), Desmodium uncinatum Jacq. (Fabaceae) e Desmodium intortum
Mill. (Fabaceae) como o fator push e as gramineas Pennisetum purpureum Schum
(Poaceae) e Sorghum vulgare sudanense L. (Poaceae) como cultura armadilha (pull)
(COOK et al., 2007).

o
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Figura 7. Estrutura quimica de importantes compostos volateis de plantas envolvidos na defesa
indireta. A. Compostos derivados do acido shiquimico (compostos aromaticos). B. Volateis verdes de
planta com cadeias curtas (seis carbonos) derivados da rota da lipoxigenase. C. Compostos de

origem terpénica.
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2.6. INTERACAO BICUDO-ALGODOEIRO

Algumas espécies de coledpteros tém sua orientacdo para buscar
hospedeiros ou encontrar parceiros sexuais exercida pela liberacdo do feroménio de
agregacdo em suas fezes, a exemplo do curculionideo A. grandis (DICKENS, 1984).
Outra caracteristica importante de coleépteros da familia Curculionidae é o alto grau
de especificidade para hospedeiros, como o observado no bicudo-do-algodoeiro,
gue apresenta preferéncia para se alimentar e reproduzir em botBes florais de
algodoeiros (LLOYD, 1986).

H4 indicacbes de que os machos do bicudo-do-algodoeiro sejam o0s
responsaveis pela busca de um hospedeiro ideal (TUMLINSON et al., 1969;
HARDEE et al., 1969). Durante o periodo da entressafra, o bicudo-do-algodoeiro
permanece em areas de refagio proximas aos campos de plantio e se alimenta de
polen, principalmente, de plantas da familia Smilacacea, caracteristica de areas
degradadas (RIBEIRO et al., 2010). Os algodoais exercem um papel importante na
atracdo dos primeiros insetos que iniciam o processo de colonizacdo. A migracao
dos bicudos para as lavouras de algodao tem inicio com a producdo dos primeiros
botdes florais (RUMMEL & CURRY, 1986). Os machos migrantes se alimentam dos
primordios de estruturas reprodutivas do algodoeiro e, entdo, comecam a producao
do feroménio de agregacéo, intensificando a chegada de novos individuos a cultura
(TUMLINSON et al., 1969). No entanto, existem bicudos que podem chegar antes do
surgimento dos botdes florais. De acordo com Cross e Mitchell (1966), somente 0s
machos que se alimentam de botbes florais sdo capazes de atrair fémeas. Assim,
ap0s o surgimento dessas estruturas reprodutivas, a resposta das fémeas ao
ferombnio de agregacédo liberado pelos machos € principalmente sexual (LLOYD,
1986).

Dessa forma, um dos fatores que mais influencia a dindmica populacional do
bicudo é a fenologia do algodoeiro, ja que o surgimento dos botdes florais
estabelece o inicio da chegada destes organismos a cultura (RUMMELL & CURRY,
1986). Logo, substancias volateis produzidas pelo algodoeiro podem estar
envolvidas no processo de atragcdo do bicudo e o recrutamento de novos individuos

parece ser estimulado por um sinergismo entre o feromoénio de agregacdo e 0s
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volateis emitidos pela cultura do algoddo (LLOYD, 1986; RUMMEL & CURRY,
1986).
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3. OBJETIVO GERAL

Avaliar a acdo bioldgica dos compostos organicos volateis liberados por
plantas de algoddo em diferentes estagios fenologicos (vegetativo e reprodutivo) e
sob diferentes condi¢cdes de infestacdo (por co-especificos e heteroespecificos) no

comportamento quimiotaxico do curculionideo Anthonomus grandis.

3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Analisar o perfil quimico dos COVs emitidos pelo algodoeiro nos
diferentes estagios fenologicos e sob diferentes condi¢cdes de infestacao.

b) Avaliar se o algodoeiro responde diferentemente, através da producéo
de voléteis, a insetos herbivoros de diferentes guildas alimentares.

C) Avaliar por meio de bioensaios comportamentais a atividade biologica
dos voléateis induzidos pela herbivoria no comportamento de adultos de A.
grandis.

d) Avaliar se o bicudo é capaz de discriminar os volateis produzidos por
algodoeiros em diferentes estagios fenolégicos.

e) Avaliar se o bicudo é capaz de discriminar os volateis que sao
produzidos pelo algodoeiro quando danificado por co-especificos e
heteroespecificos.

f) Avaliar a acdo dos volateis liberados por plantas de algoddao em
conjunto com o feroménio de agregacdo na atratividade de adultos de A.

grandis.
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4, HIPOTESES

O algodoeiro apresenta diferencas no perfil de volateis liberados por plantas
de estagios fenoldgicos diferentes, onde plantas no estagio vegetativo liberam mais

volateis do que aquelas no reprodutivo.

A injaria provocada pela herbivoria exercida por co-especificos e
heteroespecificos modifica o perfil de volateis liberados por plantas de algodao. Esta
alteracdo na composicao destes COVs influencia o comportamento de localizac&o

de hospedeiros do bicudo-do-algodoeiro.

A. grandis discrimina algodoeiros no estagio vegetativo daquelas no
reprodutivo por meio das diferencas no perfil de volateis emitidos por plantas de

diferentes estagios fenologicos.

~

O recrutamento de novos individuos de A. grandis a cultura de algoddo é
estimulado pelo sinergismo do feroménio de agregacdo com os volateis induzidos

pela herbivoria de co-especificos.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. LOCAL

Todos os experimentos, bem como as colbnias de insetos e cultivos de
plantas, foram conduzidos no laboratorio de Semioquimicos da EMBRAPA Recursos
Genéticos e Biotecnologia (CENARGEN), Brasilia, DF, Brasil (15°47’ S, 47°55’ W).

5.2. CRIACAO DOS INSETOS

5.2.1. Anthonomus grandis

Diariamente, durante os meses de dezembro/2010 a junho/2011, botbes com
sinal de ataque do bicudo-do-algodoeiro foram coletados em lavouras de algodé&o
cultivadas no campo experimental da EMBRAPA CENARGEN e acondicionados em
gaiolas pléasticas (14 cm de diametro e 15 cm de altura) com tampa voal, até a
emergéncia dos adultos. Estas foram mantidas em sala climatizada sob temperatura
de 26 + 1°C, umidade relativa de 65 + 10% e fotofase de 14 h. Apds emergéncia, 0s
adultos foram sexados e transferidos para gaiolas plasticas (10 cm de diametro e 11
cm de altura), onde receberam como alimento botdes de algodédo frescos e agua. As
gaiolas, a 4gua e o alimento foram substituidos trés vezes por semana.

Alternativamente, durante o periodo da entressafra foram usados adultos de
A. grandis provenientes de colbnia de laboratério, mantidos seguindo a metodologia
descrita por Monnerat et al. (2000). Ap6s emergéncia dos adultos, foram adotados
0s mesmos procedimentos descritos anteriormente. Em todos os experimentos
foram usados adultos virgens em maturidade sexual (média de dez dias de idade)
(SPURGEON, 2003).

5.2.2. Euschistus heros

Os insetos foram provenientes de col6nia de laboratorio, mantidos em salas

climatizadas sob temperatura de 26 + 1°C, umidade relativa de 65 + 10% e fotofase
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de 14 h. Os percevejos foram mantidos seguindo a metodologia descrita por Borges
et al. (1999). Em todos os experimentos foram usadas fémeas adultas em
maturidade sexual (média de 15 dias de idade) (MORAES et al., 2008Db).

5.2.3. Spodoptera frugiperda

Os insetos foram provenientes de criacdo estoque de laboratério, mantidos
em salas climatizadas sob temperatura de 26 + 1°C, umidade relativa de 65 + 10% e
fotofase de 14 h. As lagartas foram mantidas segundo metodologia descrita por
Schmidt et al. (2001). Em todos os experimentos foram usadas lagartas de terceiro

instar.

5.3. PLANTAS

Sementes de algoddo da variedade Delta Opal foram obtidas da MDM
Sementes de Algodao Ltda, sediada em Uberlandia, MG. A semeadura foi feita em
vasos de plastico de 15 cm de altura, com diametro externo de 20 cm na parte
superior e 13 cm na parte inferior, preenchidos com uma mistura de solo e substrato
organico (Bioplant® Condicionador de Solo Classe F, Nova Ponte, MG), na
propor¢cdo de 1:1 e mantidos em casa de vegetacdo sob condicbes ambientais
controladas (temperatura de 27°C e luz complementar para 14 h de fotofase). A
irrigacao das plantas foi realizada diariamente durante o periodo matutino. Em todos
os experimentos foram utilizadas plantas com idade de seis semanas, para o estagio
vegetativo, e 12 semanas, para o reprodutivo.

As plantas foram submetidas a cinco tratamentos: plantas sem injuria,
isoladas do ataque de insetos (controle); plantas submetidas a herbivoria de A.
grandis (HAg) (dois machos adultos com dez dias de idade por planta); plantas
submetidas a herbivoria de E. heros (HEh) (duas fémeas adultas com 15 dias de
idade por planta); plantas submetidas a herbivoria por S. frugiperda (HSf) (duas
lagartas de terceiro instar por planta); e plantas submetidas a dano mecanico
(DMec), realizado com auxilio de perfurador de papel (trés perfuragdes por folha em
trés diferentes folhas) realizado apenas uma vez, na montagem das aeracdes. Estas

plantas, individualmente, tiveram seus volateis coletados por 24 h, durante quatro
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dias consecutivos. Cada tratamento teve oito replicatas por dia, totalizando 32
replicatas por tratamento ao longo de todo o tempo de amostragem. Nos
tratamentos com injaria de herbivoria, os insetos permaneceram nas plantas durante
todo o periodo de coleta e caso eventualmente morressem, eram substituidos por
novos individuos. Todos os tratamentos foram aplicados a algodoeiros nos dois
estagios fenoldgicos: vegetativo (seis semanas de idade, com no minimo seis folhas
verdadeiras expandidas) e reprodutivo (12 semanas de idade, com o primeiro botdo

floral presente).

5.4. COLETA DE VOLATEIS

A coleta de volateis das plantas de algoddo, nos estagios fenoldgicos e
tratamentos descritos, foi realizada em camaras de vidro individuais (com volume
interno de 10 L). A fim de minimizar possiveis contaminagdes pelos volateis do solo,
0S vasos tiveram sua superficie recoberta por papel aluminio.

No sistema de aeracdo, o ar entrava nas camaras de vidro por meio de um
compressor com corrente de 1,0 L/min conectado a um filtro de carvéo ativado,
garantindo a entrada de ar purificado. A retirada do ar foi feita através de uma
bomba de vacuo com vazdo de 0,6 L/min, conectada a um tubo de vidro com
polimero adsorvente, via conexdes de politetrafluoretieno (PTFE), criando um
sistema de pressao positiva, conforme descrito por Moraes et al. (2008a) (Figura 8A
e9).

Os volateis foram coletados a cada 24 h, durante quatro dias consecutivos,
em tubos de vidro contendo 60 mg do polimero adsorvente Super Q® (80-100 mesh,
Alltech PA, EUA) (Figura 8B e 9). Estes foram eluidos dos tubos adsorventes
usando 500 pL do solvente organico n-hexano e pré-concentrados para 100 uL com
fluxo de N,. ApOs o processo de eluicdo, os tubos foram pré-condicionados usando 2
mL de n-hexano e aquecidos a 134°C sob fluxo constante de nitrogénio por trinta
minutos antes de serem colocados novamente nas camaras de aeracdo. Os extratos
obtidos foram armazenados a -20°C até sua utilizacdo em cromatégrafo gasoso
(CG), CG acoplado ao espectrometro de massas (CG-EM) e em bioensaios

comportamentais.
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Figura 8. Sistema push-pull de coleta de volateis de plantas de algoddo no estagio vegetativo. A.
Visao geral. B. Detalhe para os tubos de vidro contendo o polimero absorvente Super Q.

Bomba de vacuo

Fluxémetro
Adsorvente Super Q

Bomba de presséao

Carvéo ativado

Fluxémetro

Figura 9. Diagrama do sistema push-pull de coleta de volateis. A planta era colocada no interior de
camaras de vidro e um filtro de carvao ativado permitia a passagem de ar bombeado e controlado por
fluxdmetro para dentro da cdmara. Uma bomba de vacuo conectada ao tubo adsorvente permitia a

circulagéo do ar dentro do sistema.

5.5. ANALISES QUIMICAS DOS COVs

Para a analise quantitativa dos compostos, uma aliquota de 50 uL de cada

extrato foi separada e acrescida de 1 puL do composto 16-hexadecanolactona, como
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padréo interno (PIl). Posteriormente, 1uL de cada solucgéo foi injetado no CG (Agilent
7890, coluna apolar DB-5, 0,32 mm de diameto x 60 m de comprimento, filme 1,0
um, Supelco, Bellefonte, PA, EUA), com detector de ionizagdo por chama (DIC) a
250°C, usando o modo splitless e tendo o Hélio como gas de arraste. A temperatura
inicial da rampa foi de 50°C por 2 min, aumentando gradualmente 5°C/min até 180°C
por 0,1 min, seguida de um segundo aumento gradual de 10°C/min até 250°C por 20
min. A temperatura do detector foi de 270°C e a do injetor, 250°C. A quantificacdo
dos compostos liberados pelas plantas a cada 24 h foi realizada por meio de
comparacgao das areas de cada composto em relacdo a area do Pl utilizado. Desta
forma, considerou-se o fator de resposta do detector para todos os compostos igual
a 1. Os dados foram coletados com o software EZChrom Elite e analisados com o
Excel (Microsoft Office 2007, Microsoft Corporation, EUA).

Na andlise qualitativa, amostras selecionadas foram injetadas em CG-EM
(Agilent 5975 C) equipado com analisador quadrupolar, em coluna apolar DB-5 (0,25
mm de diametro x 30 m de comprimento, com filme 0,25 um, Supelco, Bellefonte,
PA, EUA), com ionizacdo de impacto de elétrons (70-eV, temperatura 200°C) e
injetor no modo splitless. O gas Hélio foi usado como gas de arraste. Os dados
foram coletados e analisados com o software ChemStation. A identificacdo dos
compostos foi realizada por comparacao do padréo de fragmentacdo dos compostos
da amostra com o de dados catalogados em bibliotecas espectrais (NIST 2008) e
também pelo célculo do indice de retencéo (IR). Para o célculo do IR, uma mistura
de padrdes de alcanos (C7-C21) foi injetada, nas mesmas condicbes descritas
anteriormente. Para a confirmagédo final, o padrdo de fragmentacdo e o IR dos
compostos foram comparados com os dados obtidos da injecdo de padrbes

auténticos, quando havia o padrao disponivel.

5.6. BIOENSAIOS COM ADULTOS DE A. grandis

Para avaliar se os volateis liberados por plantas de algodado, em diferentes
estagios fenolégicos e sob diferentes condi¢cbes de infestacdo, tinham efeito sob o
comportamento de adultos de A. grandis, foram conduzidos experimentos
comportamentais em olfatdmetro em “Y” utilizando os extratos obtidos na aeragao

como estimulos odoriferos. O olfatdbmetro em “Y” € uma placa manufaturada de
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acrilico (26 x 23 cm), com uma cavidade em forma de “Y” (corpo 12 cm e bragos
10,5 cm), mantida entre dois vidros de mesmas dimensdes, um translicido na parte
inferior e 0 outro transparente na parte superior, prensados por clipes de papel
(MORAES et al., 2005). Seringas de vidro (5 mL), contendo papel de filtro
impregnado com 5 pL dos extratos, foram conectadas a cada braco do olfatbmetro
através de mangueiras de silicone (Figura 10). Esperava-se 60 s para que o solvente
evaporasse e somente entdo, era inserido o papel filtro nas seringas. No interior do
olfatbmetro, uma corrente de ar foi formada utilizando uma bomba de aquario com
fluxo de 0,6 L/min. O ar conduzido para o interior do olfatdmetro foi filtrado em
carvao ativado, umidificado e regulado por fluxdmetros. Para o escoamento do ar,
uma bomba de succao foi posicionada no extremo oposto a entrada de ar e regulada
com fluxo de 0,2 L/min. Os testes foram conduzidos em sala climatizada (25 + 1°C e
60 + 10% UR) e o olfatbmetro era iluminado na parte superior por lampadas

fluorescentes (60 W), com uma intensidade luminosa de 514 lux.
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Figura 10. Diagrama do sistema de bioensaios em olfatdbmetro em “Y”. O ar que entrava no sistema

era regulado por um fluxémetro (0,6 L/min), filtrado por carvdo ativado e umidificado. O fluxo era
entdo dividido em dois, cada um se direcionava para as seringas contendo o papel filtro impregnado
com os extratos de plantas de algoddo. No extremo oposto, uma bomba de vacuo conectada a um

fluxémetro (0,2 L/min) permitia a formacao de um gradiente de odor dentro do sistema.

Um Unico adulto, macho ou fémea, de bicudo-do-algodoeiro era introduzido
na area de liberacdo do olfatdbmetro, no extremo oposto a corrente de ar, e seu
padrdo de procura foi registrado durante dez minutos. Foram considerados como
Nao responsivos 0s insetos que ndao se movimentavam nos primeiros 5 min de
observacdo. Foram avaliados a primeira escolha (considerada quando o inseto
entrou e permaneceu em um dos bracos por pelo menos 20 s) e o tempo de
residéncia (tempo de permanéncia total do inseto em um dos bracos). Cada adulto
foi usado apenas uma vez e os filtros de papel contendo os extratos foram trocados

a cada cinco repeticdes, quando a posicao dos bragos era invertida entre tratamento
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e controle, para eliminar os efeitos de posicdo da fonte sobre a escolha dos adultos.
Os tratamentos eram trocados a cada cinco bioensaios, ocasido essa onde o0
olfatbmetro era lavado com agua e sab&o, secado e limpo com acetona. Foram
avaliadas as respostas de machos e fémeas virgens, provenientes do campo e da
criacdo em laboratério, com idade adulta de 10 dias. Antes do inicio dos
experimentos os insetos foram mantidos sem alimentacdo por 24 horas. Todos 0s
bioensaios foram conduzidos entre 10:00 e 16:00 h.

O primeiro grupo de bioensaios visou avaliar se os adultos de A. grandis,
machos e fémeas, provenientes do campo apresentavam o mesmo padrdo de
resposta daqueles provenientes da criagdo em laboratério. Para tanto, foram
contrastados extratos de planta sem injuria no estagio vegetativo (Ctrl) versus
hexano (Hx). Foram realizadas 30 repeticGes com resposta, para machos e para
fémeas.

No segundo grupo de bioensaios, as respostas dos adultos de A. grandis,
machos e fémeas, foram testadas para as seguintes combina¢cdes de extratos: (1)
Ctrl vs. herbivoria de A. grandis (HAQ); (2) Ctrl vs. herbivoria de E. heros (HEh), e (3)
Ctrl vs. herbivoria de S. frugiperda (HSf), com 60 repeticdes para cada tratamento.
Os bioensaios foram conduzidos para cada estagio fenologico do algodoeiro, com
extratos de 24 e 96 h.

A partir dos resultados obtidos, as respostas com diferencas significativas
foram contrastadas. Portanto, para machos e fémeas de A. grandis foram avaliados:
(4) HAg Vegetativo vs. HAg Reprodutivo, ap6s 24 e 96 h do inicio da injuria, e com
60 repeticdes com resposta.

Para avaliar a existéncia de sinergismo entre os volateis do algodoeiro
danificado por A. grandis e o feromdnio de agregacéo deste besouro, foi conduzida a
seguinte combinacéao: (5) feromoénio de agregacao vs. Feromonio + HAg Reprodutivo
para machos e fémeas, apos 24 e 96 h do inicio da injuria, e com 60 repeticdes. O
feromobnio de agregac&o usado foi o Luretape BW-10 da Biocontrole Métodos de
Controle de Pragas Ltda. Foram utilizados fragmentos da pastilha de feromdnio com
peso médio de 0,05 g, correspondendo a 751 pg da mistura dos quatro

componentes do Grandlure em sua propor¢gao comercial.
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5.7. ANALISES ESTATISTICAS

A escolha inicial do bicudo-do-algodoeiro, para os volateis de algoddo nos
diferentes estagios fenologicos avaliados e submetidos aos diferentes tratamentos,
foi testada com o teste qui-quadrado e o tempo de residéncia foi calculado e
submetido aos testes t pareado e Wilcoxon.

Uma vez que as coletas de volateis foram realizadas utilizando-se a mesma
planta durante os quatro dias consecutivos de amostragem, foi aplicada a analise de
variancia para medidas repetidas a fim de se evitar o problema de pseudo-repeticéo
provocado pela dependéncia no tempo. A quantidade total de volateis emitidos em
cada tratamento ao longo do tempo foi, portanto, analisada via ANOVA para
medidas repetidas. O contraste entre os tratamentos foi realizado efetuando-se a
comparacao das médias pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

A composigao relativa de cada composto nas misturas de volateis para os
diferentes tratamentos aplicados foi avaliada pela andlise composicional
(AITCHISON, 1986). Esta andlise foi desenvolvida para utilizagdo em métodos
estatisticos multivariados, criando-se uma composicdo a partir da mistura de
compostos presentes em uma dada amostra. Assim, a contribuicdo de cada
composto para o perfil resultante foi considerada em relacdo ao restante dos
componentes. Para isso, a concentracdo de cada composto foi convertida para uma
proporcdo total e os valores zero foram corrigidos e convertidos em logaritmo
(AITCHISON, 1986). Dessa forma os dados foram avaliados via andlise de variancia
multivariada (MANOVA), onde cada composto foi considerado como uma variavel, e
a significancia entre os tratamentos foi avaliada pelo teste F. Para determinar a
contribuicdo de cada composto para o perfil de separacdo dos tratamentos em cada
tempo avaliado, foram realizadas analises de Varidveis Canobnicas (AVC). Esta
analise discriminante fornece uma representacdo grafica das variaveis que mais
contribuiram para os niveis de agrupamento dos compostos.

A mudanca no perfil quimico das plantas de algodao danificadas e nao
danificadas ao longo do tempo foi avaliada através da analise de Curvas de
Respostas Principais (PRC) (MICHEREFF et al., 2011; VAN DEN BRINK & TER
BRAAK, 1999). A PRC é uma técnica multivariada que permite a avaliacdo de

medidas repetidas no tempo, focando na propor¢cdo da variancia explicada pelos
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tratamentos e pelo tempo em comparacdo ao controle. A analise PRC foi aplicada
separadamente para cada estagio fenolégico das plantas de algoddo. Em cada
conjunto de analises, a significancia foi determinada pelo teste de permutacédo de
Monte Carlo. A vantagem da analise de PRC em relagcdo a AVC é que é possivel
observar o padrédo dos compostos e o0 efeito dos tratamentos ao longo do tempo,
mas somente em comparacdo ao controle. Ja a andlise AVC permite observar
diferencas entre os tratamentos, mas com perda da informag¢&o ao longo do tempo.
Por isso as duas analises sdo complementares.

Todos os dados foram analisados com o programa R 2.14.0 (R Development
Core Team, 2009).

5.8. ORIGEM DOS COMPOSTOS

Os compostos a-pineno (98%), canfeno (75%), benzotiazol (96%), B-pineno
(99%), B-mirceno (90%), (Z)-3-acetato de hexenila (98%), limoneno (97%), B-
ocimeno, benzaldeido, indol (98,5%), salicilato de metila, a-copaeno (90%), a-
cariofileno e aloaromadendreno (90%) foram obtidos da Sigma Aldrich (Steinheim,
Alemanha). Linalol e B-cariofileno foram adquiridos da TCI-América (Portland, EUA).
Geranil acetona e cis-jasmona da TCl-Japéo (Téquio, Japdo). Os compostos DMNT
e TMTT foram sintetizados a partir do geraniol e (E,E)-farnesol, respectivamente, por
oxidacdo de seus aldeidos correspondentes, seguida por metilenacdo de Wittig
(Leopold, 1990) e fornecidos pelo Dr. Michael Birkett do Rothamsted Research (UK),
bem como o composto trans-3-butirato de hexenila. O hexano foi obtido da Fischer

Scientific (Loughborough, Leiscestershire, UK) e re-destilado antes do uso.
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6. RESULTADOS

6.1. BIOENSAIOS COM ADULTOS DE A. grandis

Adultos, machos e fémeas, de A. grandis foram atraidos por volateis de
plantas de algod&o. Os insetos provenientes do campo e da colbnia estabelecida em
laborat6rio apresentaram o mesmo padrao de resposta tanto para a primeira escolha
guanto para o tempo de residéncia, quando contrastados os odores de extratos de
plantas de algoddo sem injaria no estagio vegetativo versus hexano (Figuras 11 e
12). Dessa forma, a utilizacdo de insetos originados em colbénia de laboratério
durante o periodo da entressafra do algoddo ndo compromete os resultados das
analises comportamentais. Portanto, os resultados descritos neste item sé&o relativos

a juncao das respostas de insetos de originados do campo e de laboratoério.

Controle Hexano

* 3) fémea col6nia

(6) fémea campo

3) macho colonia

5) macho campo

30 20 10 o0 0 20 %0
Numero de individuos
Figura 11. Resposta da primeira escolha de adultos de Anthonomus grandis procedentes de campo e
colénia para os extratos de plantas de algodao no estagio vegetativo sem injaria (controle) versus
hexano (Hx) no olfatdmetro em “Y”. Asterisco indica diferenca significativa entre os tratamentos pelo
teste de Qui-quadrado (x?), onde: * 0,05> p >0,01. NUmeros entre parentes representam o0s

bioensaios com insetos que ndo responderam aos estimulos odoriferos.
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Figura 12. Porcentagem média do tempo de residéncia de adultos de Anthonomus grandis
procedentes de campo e colénia no olfatbmetro em “Y” para os extratos de plantas de algodado no
estagio vegetativo sem injuria (controle) versus hexano (Hx). NS: ndo significativo para o teste t

pareado.

Os bioensaios com plantas submetidas a injaria por herbivoria foram
conduzidos somente com os extratos dos volateis obtidos da aeracdo de plantas
apos 24 e 96 h de injaria, uma vez que as maiores diferencas no perfil de volateis

foram observadas nesses periodos.

Os machos de A. grandis responderam preferencialmente aos odores
liberados pelo algodoeiro no estagio vegetativo quando submetido a herbivoria por
co-especificos (HAg) em relacéo as plantas controle (plantas sem injuria), para 24 h
(x3=5,4, gl =1, p=0,02) e 96 h (¥?=11,26, gl =1, p=0,0007) apos o inicio da herbivoria.
No entanto, ndo foi observada preferéncia para os odores de plantas quando
atacadas por heteroespecificos (HEh e HSf), nos dois periodos avaliados (Figura
13A). Obteve-se o0 mesmo padréo de resposta quando se analisou 0 comportamento
de fémeas de A. grandis, mostrando preferéncia por odores de plantas atacadas por
co-especificos (y?=4,26, gl =1, p=0,03; »2=21,6, gl =1, p<0,001) e auséncia de

preferéncia entre os odores dos demais tratamentos (Figura 13B).
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Figura 13. Resposta da primeira escolha de adultos de Anthonomus grandis para extratos de algod&o
no estagio vegetativo submetidos a diferentes tratamentos no olfatdmetro em “Y”. Controle: planta
sem injaria, Hx: hexano, HAg: injaria de herbivoria provocada por Anthonomus grandis, HEh: injaria
de herbivoria provocada por Euschistus heros, HSf: injaria de herbivoria provocada por Spodoptera
frugiperda. A. Respostas de machos. B. Respostas de fémeas. 24 e 96 h = tempo apds o inicio da
injuria. Asterisco indica diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste de Qui-quadrado (y?),
onde: *, 0,05> p >0,01; **, 0,01> p >0,001; ***, p <0,001. NUmeros entre parentes representam os

bioensaios com insetos que nao respondeream aos estimulos odoriferos.

No mesmo grupo de bioensaios, houve diferenca significativa no tempo de
residéncia para adultos de A. grandis, 0s quais permaneceram mais tempo nos
bracos do olfatdbmetro contendo os extratos de plantas submetidas a herbivoria por
co-especificos, tanto para machos quanto para fémeas (Teste t pareado t=2,415, gl
=1, p=0,019; t=3,715, gl =1, p<0,001; t=2,405, gl =1, p=0,008; t=3,802, gl =1,
p<0,001) em 24 e 96 h, respectivamente (Figura 14). Para os tratamentos com
heteroespecificos, ndo houve diferenga significativa no tempo de residéncia nos

bracos do ofatdmetro.
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Figura 14. Porcentagem média do tempo de residéncia de adultos de Anthonomus grandis no
olfatbmetro em “Y” para extratos de algoddo no estagio vegetativo submetidos a diferentes
tratamentos. Controle: planta sem injaria, Hx: hexano, HAg: injdria de herbivoria provocada por
Anthonomus grandis, HEh: injdria de herbivoria provocada por Euschistus heros, HSf: injaria de
herbivoria provocada por Spodoptera frugiperda. A. Respostas de machos. B. Respostas de fémeas.
24 e 96 h = tempo ap6s o inicio da injuria. Asterisco indica diferencga significativa entre os tratamentos
pelo teste t pareado, onde: *, 0,05> p >0,01; **, 0,01> p >0,001; ***, p <0,001.

Nos bioensaios realizados com extratos de algoddo no estagio reprodutivo,
novamente os machos de A. grandis responderam preferencialmente aos odores
liberados pelas plantas de algoddo quando submetidas a herbivoria por co-
especificos em relagdo as plantas controle, para 24 h (y2=15, gl =1, p<0,001) e 96 h
(x3=9,6, gl =1, p=0,002) apds o inicio da injaria (Figura 15A). As fémeas também
apresentaram o mesmo padrdo de preferéncia, sendo atraidas pelos odores de
plantas atacadas pelo bicudo-do-algodoeiro (¥2=5,4, gl =1, p=0,02; ¥?=9,6, gl =1,
p=0,002) (Figura 15B). Além disso, ndo houve, para machos e fémeas de A. grandis,
preferéncia para os volateis liberados por algodoeiros danificados por outros insetos
herbivoros (Figura 15). No entanto, apenas para os bicudos machos houve diferenga
significativa no tempo de residéncia para os bragos que continham extratos de
plantas de algoddo submetidos a herbivoria por co-especificos (Teste t pareado
t=2,155, gl =1, p=0,035; t=2,535, gl =1, p=0,012), nos dois periodos avaliados,

respectivamente (Figura 16).
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Figura 15. Resposta da primeira escolha de adultos de Anthonomus grandis para extratos de algodao
no estagio reprodutivo submetidos a diferentes tratamentos no olfatdmetro em “Y”. Controle: planta
sem injaria, Hx: hexano, HAg: injdria de herbivoria provocada por Anthonomus grandis, HEh: injdria
de herbivoria provocada por Euschistus heros, HSf; injdria de herbivoria provocada por Spodoptera
frugiperda. A. Respostas de machos. B. Respostas de fémeas. 24 e 96 h = tempo apds o inicio da
injuria. Asterisco indica diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste de Qui-quadrado (y?),
onde: *, 0,05> p >0,01; **, 0,01> p >0,001; ***, p <0,001. NUmeros entre parentes representam 0s

bioensaios com insetos que nao respondeream aos estimulos odoriferos.
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Figura 16. Porcentagem média do tempo de residéncia de adultos de Anthonomus grandis no
olfatdmetro em “Y” para extratos de algoddao no estagio reprodutivo submetidos a diferentes
tratamentos. Controle: planta sem injuria, Hx: hexano, HAg: injuria de herbivoria provocada por
Anthonomus grandis, HEh: injaria de herbivoria provocada por Euschistus heros, HSf: injaria de
herbivoria provocada por Spodoptera frugiperda. A. Respostas de machos. B. Respostas de fémeas.
24 e 96 h =tempo apos o inicio da injuria. Asterisco indica diferenca significativa entre os tratamentos
pelo teste t pareado, onde: *, 0,05> p >0,01; **, 0,01> p >0,001; ***, p <0,001.

Uma vez que os adultos de A. grandis apresentaram preferéncia por
algodoeiros atacados por co-especificos tanto no estagio vegetativo quanto no
reprodutivo, contrastaram-se estes odores a fim de se avaliar a preferéncia deste
inseto em relacdo ao estagio fenoldgico da planta. Dessa forma, observou-se que
tanto machos quanto fémeas mostraram uma forte preferéncia pelos odores emitidos
por plantas atacadas no estagio reprodutivo (x?=5,4, gl =1, p=0,02; ?=9,6, gl =1,
p=0,002; %?=8,06, gl =1, P=0,004; ¥?=6,66, gl =1, p=0,0098), para 24 e 96 h,
respectivamente (Figura 17). Constatou-se o mesmo para o tempo de residéncia
nestes bracos do olfatbmetro, tanto para machos quanto para fémeas (Teste de
Wilcoxon W=-580,0, gl =1, p=0,033; W=-676,0, gl =1, p=0,013; W=-700,0, gl =1,
p=0,001; W=-660,0, gl =1, p=0,015), em 24 e 96 h apos inicio da injuria,
respectivamente (Figura 18). Além desta preferéncia pelos volateis induzidos pela
herbivoria de co-especificos, € importante ressaltar que a resposta, de machos e

fémeas de A. grandis para plantas sem injaria, quando contrastadas com hexano
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(HX), mostra que estes insetos reconhecem a planta mesmo sem ativacéo da defesa

induzida.
Tempo HAg Vegetativo HAg Reprodutivo
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Figura 17. Resposta da primeira escolha de adultos de Anthonomus grandis para extratos de algodao
com injuria de herbivoria por co-especificos no estagio vegetativo (HAg Vegetativo) versus estagio
reprodutivo (HAg Reprodutivo) no olfatdbmetro em “Y”. 24 e 96 h = tempo apds o inicio da injaria.
Asterisco indica diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste de Qui-quadrado (¥?), onde: *,
0,05> p >0,01; ** 0,01> p >0,001; ** p <0,001. Nimeros entre parentes representam os bioensaios

com insetos que ndo respondeream aos estimulos odoriferos.
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Figura 18. Porcentagem média do tempo de residéncia de adultos de Anthonomus grandis no
olfatbmetro em “Y” para extratos de algoddo com injuria de herbivoria por co-especificos no estagio
vegetativo (HAg Vegetativo) versus estégio reprodutivo (HAg Reprodutivo). 24 e 96 h = tempo apos o
inicio da injuria. Asterisco indica diferenga significativa entre os tratamentos pelo teste Wilcoxon,
onde: *, 0,05> p >0,01; **, 0,01> p >0,001; ***, p<0,001.
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Nos bioensaios realizados com o feroménio de agregacdo de A. grandis +
extrato de plantas de algodao no estagio reprodutivo submetidas a herbivoria por co-
especificos (Ferombénio+HAg Reprodutivo) versus feroménio de agregacédo, tanto
machos quanto fémeas do bicudo-do-algodoeiro mostraram preferéncia para os
odores da mistura F+HAg Reprodutivo (x?=17,06, gl =1, p<0,001; ¥?=6,66, gl =1,
p=0,009; ¥3=13,03, gl =1, p<0,001; ¥2=9,6, gl =1, p=0,002), para 24 e 96 h apass inicio
da injuria, respectivamente (Figura 19). Para o tempo de residéncia, foi observado
gue os adultos de A. grandis passaram mais tempo nos bragcos do olfatbmetro que
continham a mistura F+HAg Reprodutivo (Teste de Wilcoxon W=-760, gl =1,
p=0,004; W=-557, gl =1, p=0,041; W=-749, gl =1, p=0,006; W=-690, gl =1, p=0,011)
para machos e fémeas, em 24 e 96 h ap0s inicio da injdria, respectivamente (Figura
20).

Tempo Feromo6nio , Feroménio + HAg Reprodutivo
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Figura 19. Resposta da primeira escolha de adultos de Anthonomus grandis para feromdnio de
agregacdo (Feromonio) versus feromonio de agregacdo + extratos de plantas de algod&@o no estagio
reprodutivo com injaria de herbivoria por co-especificos (Feromdénio + HAg Reprodutivo) no
olfatbmetro em “Y”. 24 e 96 h = tempo apdés o inicio da injuria. Asterisco indica diferenca significativa
entre os tratamentos pelo teste de Qui-quadrado (x?), onde: *, 0,05> p >0,01; **, 0,01> p >0,001; ***, p
<0,001. Numeros entre parentes representam os bioensaios com insetos que ndo respondeream aos

estimulos odoriferos.
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Figura 20. Porcentagem média do tempo de residéncia de adultos de Anthonomus grandis no
olfatdmetro em “Y” para feromdénio de agregacédo (Feromonio) versus ferom6nio de agregacdo +
extratos de plantas de algod&do no estégio reprodutivo com injdria de herbivoria por co-especificos
(Ferombnio + HAg Reprodutivo). 24 e 96 h = tempo apdés o inicio da injuria. Asterisco indica diferenca
significativa entre os tratamentos pelo teste de Wilcoxon, onde: *, 0,05> p >0,01; **, 0,01> p >0,001;
% n<0,001.

6.2. ANALISE QUIMICA DOS COVs

Foi identificado um total de 24 compostos organicos voléateis liberados pelo
algodoeiro com e sem dano. O montante final de volateis emitidos pelas plantas
diferiu entre os tratamentos e estagios fenoldgicos (teste Tukey p<0,05). A
guantidade total de volateis liberados por plantas de algod&do no estagio vegetativo
apresentou diferenca entre os tratamentos (F=18,188, gl =4, p<0,001) e houve uma
interacdo significativa entre os tratamentos e o tempo (F=4,671, gl =4, p=0,0014).
Nao houve diferenca significativa para o tempo quando avaliado sozinho (F=2,054,
gl=3, p=0,154). Em contrapartida, para as plantas de algod&o no estagio reprodutivo,
observaram-se apenas diferencas entre os tratamentos (F=15,565, gl =4, p<0,001),
nado havendo efeito significativo da interacdo destes com o tempo (F=1,657, gl =4,
p=0,163) e para o tempo sozinho (F=1,717, gl =3, p=0,1692). Em ambos 0s estagios
fenologicos, a maior quantidade de volateis totais liberados foi atribuida aos

tratamentos com injaria provocada pela herbivoria (Figura 21). Além disso, plantas
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no estagio vegetativo tiveram maiores taxas de liberacdo de compostos do que as

do estagio reprodutivo (Figura 22, Figura 23, Tabela 1, Tabela 2).

Qualitativamente a composicdo dos compostos nao diferiu entre o0s
tratamentos com e sem dano. Dentre os volateis liberados, o grupo dos terpenoides
foi o dominante. Os perfis cromatogréaficos das plantas mostram que o algodoeiro
produz diferentes perfis de liberacdo de volateis de acordo com seu estagio
fenologico e tratamento, apontando diferencas quantitativas dos compostos volateis
produzidos (Figura 22, Figura 23, Tabela 1, Tabela 2). No estagio vegetativo, os
tratamentos de herbivoria com A. grandis e S. frugiperda liberaram maiores
guantidades de volateis a partir de 48 h de dano, quando comparado com as plantas
controles, i.e., sem injaria (Figura 21A). Nestes tratamentos, 0s seguintes compostos
foram liberados em maiores quantidades: a-pineno (F=18,249, p<0,001), B-pineno
(F=25,47, p<0,001), B-mirceno (F=16,99, p<0,001), (Z)-3-acetato de hexenila
(F=3,537, p=0,031), B-ocimeno (F=7,766, p=0,001), linalol (F=4,531, p=0,013),
DMNT (F=27,094, p<0,001), a-copaeno (F=27,094, p<0,001), geranil acetona
(F=3,189, p=0,043), d-guaieno (F=8,551, p<0,001) e TMTT (F=4,374, p=0,015). No
estagio reprodutivo, 0 mesmo padréo foi observado, porém, no quarto dia de coleta,
o tratamento de herbivoria de E. heros liberou quantidades de volateis semelhantes
aos tratamentos com A. grandis e S. frugiperda (Figura 21 B). Nestes tratamentos 0s
compostos com maiores taxas de liberagdo foram a-pineno (F=7,089, p=0,002), -
pineno (F=8,774, p<0,001), limoneno (F=3,225, p=0,038), B-ocimeno (F=12,71,
p<0,001), DMNT (F=6,943, p=0,002), a-copaeno (F=17,839, p<0,001), geranil
acetona (F=11,184, p<0,001), e um sesquiterpeno nao identificado (F=11,810,
p<0,001).
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Figura 21. Volateis totais (média + EP) liberados por plantas de algoddo nos estagios vegetativo (A)
e reprodutivo (B), submetidas a diferentes tratamentos ao longo de quatro dias consecutivos. Ctrl:
planta sem injuria; HAgQ: injaria de herbivoria provocada por Anthonomus grandis; HEh: injaria de
herbivoria provocada por Euschistus heros; HSf. injlria de herbivoria provocada por Spodoptera
frugiperda; DMec: dano mecénico. No estagio vegetativo houve diferenca significativa entre os
tratamentos e sua interacdo com o tempo (ANOVA para medidas repetidas, P<0,05). Para o estagio
reprodutivo, houve diferenca significativa entre os tratamentos, mas ndo em sua interacdo com o

tempo (ANOVA para medidas repetidas, P<0,05). Médias seguidas pela mesma letra dentro de cada

o

Tempo (h)

Ctrl
HAg
HEh
HSf
DMec

oy}

hora néo diferiram significativamente entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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Figura 22. Perfis cromatograficos de plantas de algoddo no estagio vegetativo submetidas a
diferentes tratamentos: Ctrl: planta sem injdria; HAg: injaria de herbivoria provocada por Anthonomus
grandis; HEh: injaria de herbivoria provocada por Euschistus heros; HSf: injaria de herbivoria
provocada por Spodoptera frugiperda; DMec: dano mecénico. PI: padréo interno. Os cromatogramas
mostram a eluicdo dos compostos na coluna ao longo do tempo de analise (min) e a resposta do
detector (pA). Nimeros correspondem aos compostos da Tabela 1.
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Figura 23. Perfis cromatograficos de plantas de algoddo no estagio reprodutivo submetidas a
diferentes tratamentos: Ctrl: planta sem injdria; HAg: injaria de herbivoria provocada por Anthonomus
grandis; HEh: injaria de herbivoria provocada por Euschistus heros; HSf: injaria de herbivoria
provocada por Spodoptera frugiperda; DMec: dano mecénico. Pl: padréo interno. Os cromatogramas
mostram a eluicdo dos compostos na coluna ao longo do tempo de analise (min) e a resposta do
detector (pA). Nimeros correspondem aos compostos da Tabela 2.
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Tabela 1. Compostos volateis coletados de plantas de algoddo no estagio vegetativo (média + erro padrdao da média em ng no intervalo de 24 a 96 h)
submetidas a diferentes tratamentos. Ctrl: planta sem injuria; HAg: injuria de herbivoria provocada por Anthonomus grandis; HEh: injaria de herbivoria

provocada por Euschistus heros; HSf: injuria de herbivoria provocada por Spodoptera frugiperda; DMec: dano mecénico.

ng/96 h'

Compostos Ctrl HAg HEh HSf DMec
1. a-pineno 179,65 + 62,90 1191,80 + 318,34* 394,36 + 163,84 432,30 + 102,88 363,39 + 108,48
2. Canfeno 33,15+ 13,30 25,93 + 8,15 33,47 + 23,81 19,97 + 5,70 2354+ 11,04
3. Benzaldeido 46,10 + 19,19 51,04 + 17,87 62,58 + 25,18 48,31+ 10,64 37,93+ 14,15
4. B-pineno 86,42 + 29,23 754,11 + 233,68* 151,22 + 54,82 175,72 + 40,24 110,95 + 42,06
5. B-mirceno 167,07 + 67,22 1043,05 + 346,64* 162,77 + 56,19 525,68 + 167,70* 113,70 + 36,26
6. (2)-3-acetato de hexenila 86,33+ 36,91 421,50 + 97,58* 203,33 + 86,78 165,08 + 57,83 93,47 + 43,14
7. Limoneno 47,18 + 23,11 71,02+ 16,72 42,39 + 15,25 45,84 + 8,00 35,38 + 11,29
8. B-ocimeno 106,55 + 45,00 1493,74 + 433,99* 157,26 + 60,02 232,42 + 67,37 69,20 + 27,91
9. Linalol 29,42 + 10,24 211,85 + 120,23* 29,75+ 10,12 63,03 + 24,04 17,59 + 5,47
10. DMNT 1687,28 + 644,69 3263,84 + 904,20* 1186,75 + 371,56 2691,79 + 726,69 1136,21 + 457,80
11. trans-3-butirato de hexenila 33,62 + 8,23 26,47 + 8,70 24,29 + 9,09 27,56 + 5,13 13,96 + 5,99
12. Salicilato de metila 111,14 + 44,67 48,82 + 13,89 35,95+ 17,13 50,71+ 8,44 33,21+ 11,73
13. Benzotiazol 4855+ 17,51 64,04 + 16,82 76,79 + 42,64 93,75+ 26,81 19,90+ 6,90
14. Indol 65,27 + 28,33 69,88 + 27,40 89,92 + 40,59 106,70 + 24,00 46,15 + 15,57
15. cis-jasmona 82,13+ 36,01 37,82+ 11,55 17,04 + 5,57 29,63 + 5,68 21,04 + 8,23
16. a-copaeno 63,41+ 19,49 905,73 + 177,78* 224,56 + 74,16 482,31 + 91,78 186,14 + 62,59
17. B-cariofileno 50,14 + 21,29 53,71 + 40,31 21,92+ 9,74 29,44 + 8,07 21,35+ 8,25
18. a-guaieno 54,17 + 14,33 52,20+ 12,87 37,00 + 13,15 61,26 + 9,50 31,24+ 8,54
19. Geranil acetona 85,75 + 33,26 224,64 + 55,44* 140,58 + 71,83 186,60 + 49,06 48,27 + 10,52
20. a-cariofileno 56,36 + 18,44 103,97 + 28,41 59,16 + 30,12 74,09+ 16,91 60,50 + 16,62
21. Aloaromadendreno 62,27 + 19,33 190,73 + 64,55 208,73 + 152,95 155,67 + 66,23 62,04 + 20,74
22. Sesquiterpeno + 101,83 + 35,69 162,01 + 36,43 108,37 + 47,44 172,76 + 30,14 51,98+ 15,24
23. d-guaieno; 139,81 + 30,49 424,43 + 107,63* 212,75 + 82,77 307,11 + 60,11* 139,41 + 42,39
24. d-cadineno 4 106,67 + 4491 146,60 + 35,15 89,70 + 29,39 140,81 + 30,21 112,93 + 59,35
25. TMTT 1366,07 + 569,71 4833,80 + 1412,68 3643,84 + 1355,71 6246,19 + 1091,46* 2979,37 + 1006,52

! valores médios (+ EPM) calculados a partir de 32 amostras obtidas na aeragéo das plantas de algod&o no intervalo de 24-96 h depois do inicio da injuria.
* na linha, indica diferenca estatistica pela ANOVA com P>0,05. tTentativa de identificagdo dos compostos.
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Tabela 2. Compostos volateis coletados em plantas de algoddo no estagio reprodutivo (média + erro padrdo da média em ng no intervalo de 24 a 96 h)
submetidas a diferentes tratamentos. Ctrl: planta sem injlria; HAQ: injuria de herbivoria provocada por Anthonomus grandis; HEh: injaria de herbivoria

provocada por Euschistus heros; HSf: injuria de herbivoria provocada por Spodoptera frugiperda; DMec: dano mecénico.

ng/96 h'
Compostos Ctrl HAg HEh HSf DMec

1. a-pineno 359,41 + 96,46 1668,35 + 370,64* 713,07 + 293,61 1325,21 + 402,01* 622,07 + 214,66
2. Canfeno 63,47 + 38,29 86,10 + 42,82 41,44 + 14,16 38,90 + 9,48 32,62+ 9,94
3. Benzaldeido 51,78 + 15,50 57,92 + 21,93 47,36 + 13,55 58,24 + 18,05 53,39 + 13,20
4. B-pineno 140,43 + 34,33 742,55 + 324,42* 184,30 + 78,24 321,53 + 100,52 201,75 + 67,82
5. B-mirceno 106,38 + 35,95 738,09 + 356,58 215,36 + 80,36 424,20 + 125,92 223,63 + 73,66
6. (2)-3-acetato de hexenila 109,94 + 36,21 236,34 + 70,37 110,05 + 30,13 173,65 + 58,71 131,52 + 34,87
7. Limoneno 80,50 + 25,22 159,35 + 61,67* 76,44 + 29,42 85,10 + 25,55 91,34 + 29,14
8. B-Ocimeno 68,60 + 24,83 1495,70 + 565,59* 114,32 + 38,84 425,50 + 138,12 91,32 + 27,73
9. Linalol 37,01+ 15,75 39,10+ 11,54 31,93+ 12,83 38,66 + 11,31 24,47 + 7,02
10. DMNT 295,16 + 101,28 741,46 + 239,64 1061,89 + 371,62* 1835,73 + 781,20* 272,41 + 80,91
11. trans-3-butirato de hexenila 23,65+ 9,40 18,86 + 7,61 13,61 + 5,09 33,09 + 10,65 12,78 + 4,66
12. Salicilato de metila 80,69 + 33,26 57,41+ 23,53 56,06 + 24,23 78,25+ 20,75 51,17 + 23,01
13. Benzotiazol 20,40+ 9,50 53,73 + 26,86 31,84+ 13,76 63,73+ 3341 14,40 + 6,02
14. Indol 37,52+ 19,13 58,66 + 18,08 46,49 + 16,60 93,22 + 36,58 47,01+ 17,97
15. cis-jasmona 4254 + 19,65 29,15+ 7,82 15,96 + 5,12 33,48 + 8,87 20,98 + 7,75
16. a-copaeno 77,45+ 18,71 1022,81 + 390,21* 181,85 + 78,40 683,18 + 235,53* 192,03 + 46,88
17. B-cariofileno 68,68 + 25,85 29,02+ 7,21 21,12+ 8,21 49,11 + 16,05 29,90 + 10,49
18. a-guaieno 33,35+ 12,21 27,82+ 6,86 61,70 + 35,35 63,08 + 27,69 29,13+ 11,52
19. Geranil acetona 48,28 + 15,24 245,90 + 71,18* 73,35+ 30,18 260,73 + 82,21* 80,13 + 29,42
20. a-cariofileno 54,88 + 19,90 46,83 + 11,21 42 47 + 13,74 63,67 + 22,28 66,46 + 22,52
21. Aloaromadendreno 29,81 + 11,07 30,21+ 7,94 30,21 + 10,37 49,47 + 13,36 28,34+ 10,19
22. Sesquiterpeno + 38,65+ 16,88 70,40 + 22,99 51,54 + 19,05 159,73 + 51,86* 68,97 + 18,03
23. d-guaienos 111,48 + 30,68 99,57 + 31,67 105,56 + 41,98 198,80 + 72,06 124,91 + 45,89
24. 5-cadineno 4 37,39+ 12,80 57,06 + 21,52 4182+ 11,74 518,83 + 390,25 27,73 + 10,08
25. TMTT 592,63 + 182,69 1203,93 + 404,84 2160,92 + 678,21 1973,59 + 682,77 1136,26 + 355,46

! valores médios (x EPM) calculados a partir de 32 amostras obtidas na aeracao das plantas de algodao no intervalo de 24-96 h depois do inicio da injuria.

* na linha indica diferenca estatistica pela ANOVA com P>0,05. {Tentativa de identificagdo dos compostos.
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A andlise de Variaveis Canobnicas (AVC) mostrou diferencas no padrao de
agrupamento dos volateis de plantas de algoddo ao longo dos quatro dias de
amostragem (MANOVA teste de Pillai-Bartlett: (24 h) F=1,5783, p=0,001; (48 h)
F=1,3071, p=0,001; (72 h) F=1,7709, p<0,001; (96 h) F=1,387, p=0,002) (Figura 24).
Nas primeiras 24 h é possivel observar dois grupos: o primeiro formado pelos
tratamentos controle dos dois estagios fenolégicos do algodoeiro e o segundo com o
restante dos tratamentos — plantas com injuria de herbivoria e dano mecéanico
(Figura 24). A partir de 48 h, nota-se a formacé&o de trés agrupamentos distintos, a
saber: o primeiro formado pelo tratamento HAg Vegetativo, 0 segundo pelo
tratamento HAg Reprodutivo e o terceiro pelos demais tratamentos (Figura 24). Ao
longo do tempo é possivel observar mudancas na producdo dos volateis pelas
plantas atacadas e isso explica as mudancas dos compostos observadas nos eixos.
Pelos graficos da AVC de 48, 72 e 96 h pode-se inferir que a partir da proporgao
relativa dos compostos a-pineno (1), B-pineno (4), B-mirceno (5), (Z)-3-acetato de
hexenila (6), B-ocimeno (8), DMNT (10), a-copaeno (16) e TMTT (25) que estes
estdo associados a separacdo dos tratamentos de herbivoria provocada por A.

grandis com relacdo aos demais.

A AVC mostrou ainda que foi possivel separar os tratamentos de herbivoria
por A. grandis de acordo com os estagios fenologicos das plantas de algodao. De
acordo com os graficos da AVC de 48, 72 e 96 h os compostos a-pineno (C1), B-
pineno (C4), B-ocimeno (C8) e a-copaeno (C16) parecem estar correlacionados com
o tratamento HAg reprodutivo. Ja para o tratamento HAg vegetativo, 0s compostos
(2)-3-acetato de hexenila e aloaromadendreno (Figura 24. 72 e 96 h), DMNT, TMTT
e B-mirceno (Figura 24. 48 h) parecem estar fortemente correlacionados com este

tratamento.
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Figura 24. Analise de Variaveis Canobnicas (AVC) indicando as diferencas na composicdo dos

volateis de plantas de algoddo em diferentes estagios fenoldgicos e sob diferentes tratamentos ao
longo de quatro dias consecutivos. Os simbolos representam os scores individuais para cada
amostra, calculados a partir da AVC que maximiza as diferencas entre os tratamentos nas duas
dimensbes consideradas (CV1 e CV2). As linhas azuis representam os diferentes compostos
presentes nas amostras e seu comprimento, a importancia (magnitude relativa) da contribuicdo de
cada composto para a diferenciacdo dos tratamentos. Veg: estdgio vegetativo; Rep: estagio
reprodutivo; Ctrl: controle; HAQ: injaria de herbivoria provocada por Anthonomus grandis, HEh: injaria
de herbivoria provocada por Euschistus heros, HSf: injaria de herbivoria provocada por Spodoptera
frugiperda; DMec: dano mecanico. As letras “C” acompanhadas de numeros representam o0s
compostos a-pineno (C1), Canfeno (C2), Benzaldeido (C3), B-pineno (C4), p-mirceno (C5), (2)-3-
acetato de hexenila (C6), Limoneno (C7), B-Ocimeno (C8), Linalol (C9), DMNT (C10), trans-3-butirato
de hexenila (C11), Salicilato de metila (C12), Benzotiazol (C13), Indol (C14), cis-jasmona (C15), a-
copaeno (C16), B-cariofileno (C17), a-guaieno (C18), geranil acetona (C19), a-Cariofileno (C20),
Aloaromadendreno (C21), Sesquiterpeno (C22), 6-guaieno (C23), 6-cadineno (C24) e TMTT (C25).
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A analise PRC dos volateis de algoddo apontou diferencas entre os
tratamentos ao longo do tempo de amostragem (Figura 25 e 26). Para as plantas no
estagio vegetativo, 27,1% da variancia total existente na mistura dos voléateis
coletados foi explicada pelo tempo e 9,2% foi explicada pela indugdo dos
tratamentos. A variancia da primeira variavel canénica apresentada no diagrama
PRC foi significativa (teste de Permutacdo de Monte Carlo F=35,487, p=0,005) e
explicou 74,38% da variagdo na composicdo da mistura de volateis devido a
interacdo tratamento e tempo. Para as plantas no estagio reprodutivo, a
porcentagem da variancia explicada pelo tempo foi 47,67%, pelos tratamentos
7,24% e 54,50% pela primeira variavel canénica, a qual também foi significativa para
a interacdo tratamento e tempo (F=11,51, p=0,038). Para ambos os estagios
fenoldgicos, as curvas dos tratamentos de herbivoria por A. grandis e S. frugiperda
foram as que mais divergiram da curva controle. Nos graficos das figuras 25 e 26, o
eixo y representa os valores de efeito e indicam a importancia que cada composto
teve no perfil das curvas. Somente os valores em modulo com pesos acima de 0,5
contribuiram efetivamente para o perfil observado no diagrama PRC. Logo, os
compostos a-pineno, B-pineno, B-mirceno, B-ocimeno, linalol, DMNT e a-copaeno
foram o0s principais compostos que contribuiram para as diferencas entre o
tratamento de herbivoria por A. grandis e controle (valor em modulo > 1,5), para
ambos os estagios fenolégicos. Além destes compostos em comum, houve a
contribuicdo do (Z)-3-acetato de hexenila no estagio vegetativo e geranil acetona, no

reprodutivo, corroborando os resultados obtidos pela AVC.
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Figura 25. Diagrama PRC da mistura de volateis liberados por plantas de algoddo no estagio

vegetativo, submetidas a diferentes tratamentos ao longo de quatro dias consecutivos. Ctrl: planta

sem injlria; HAg: injaria de herbivoria provocada por Anthonomus grandis; HEh: injdria de herbivoria

provocada por Euschistus heros; HSf: injuria de herbivoria provocada por Spodoptera frugiperda;

DMec: dano mecénico. As linhas representam o padrdo de resposta das plantas de algoddo aos

diferentes tratamentos no tempo. Quanto maior o valor em médulo do “efeito”, maior a contribuigdo

dos compostos no padrédo de resposta dos tratamentos que divergem em relacdo ao controle. O valor

de p indica a significAncia do primeiro eixo da PRC sobre o tempo, baseando-se no teste de

permutacdo de Monte Carlo.
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Figura 26. Diagrama PRC da mistura de volateis liberados por plantas de algoddo no estagio

reprodutivo, submetidas a diferentes tratamentos ao longo de quatro dias consecutivos. Ctrl: planta

sem injaria; HAQ: injaria de herbivoria provocada por Anthonomus grandis; HEh: injaria de herbivoria

provocada por Euschistus heros; HSf: injdria de herbivoria provocada por Spodoptera frugiperda;

DMec: dano mecénico. As linhas representam o padrdo de resposta das plantas de algoddo aos

diferentes tratamentos no tempo. Quanto maior o valor em médulo do “efeito”, maior a contribuigdo

dos compostos no padrédo de resposta dos tratamentos que divergem em relacdo ao controle. O valor

de p indica a significAncia do primeiro eixo da PRC sobre o tempo, baseando-se no teste de

permutacdo de Monte Carlo.
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7. DISCUSSAO

Neste trabalho, avaliou-se como o comportamento do bicudo-do-algodoeiro é
afetado pelos volateis emitidos por plantas de algoddo, em diferentes estagios
fenoldgicos, quando danificadas por co-especificos e heteroespecificos. Os
resultados dos bioensaios em olfatbmetro em “Y” confirmaram que adultos de A.
grandis sdo atraidos por volateis liberados por sua planta hospedeira, G. hirsutum,
como observado por McKibben et al. (1977). Nesta ocasido, McKibben e
colaboradores testaram o potencial de atracdo do 6leo de algoddo em estudos de
campo com uma populagdo americana do bicudo-do-algodoeiro. Questées como a
influéncia do estagio fenolégico da planta e a atracdo/repeléncia por volateis
induzidos por herbivoria ndo foram avaliadas, deixando grandes lacunas a respeito
do mecanismo de comunicagcdo quimica no sistema bicudo-algodoeiro. Nesse
sentido, o presente estudo deu um passo a mais em diregcdo a identificacdo dos
semioquimicos envolvidos na atracdo do bicudo por sua planta hospedeira. Os
ensaios em olfatometria mostraram que além de ser atraido pelos volateis do
algodoeiro, o bicudo prefere os volateis liberados por plantas danificadas por co-
especificos em relacédo aqueles liberados por plantas sem injaria e/ou por herbivoria
de heteroespecificos.

A atracdo por volateis constitutivos ou induzidos por hebivoria por co-
especificos em plantas hospedeiras ja foi demonstrada para outros besouros do
género Anthonomus. O curculionideo Anthonomus pomorum L. mostrou resposta
eletrofisiolégica a volateis constitutivos liberados por diferentes variedades de
macieira (KALINOVA et al., 2000). Anthonomus eugenii Cano foi mais atraido por
volateis dos frutos de Jalapefio (Caspicum sp.) quando danificados por herbivoria do
que por frutos sem dano (ADDESSO et al.,, 2011; ADDESSO & MCAUSLANE,
2009). Anthonomus rubi Herbst responde aos voléateis constitutivos liberados tanto
por morangueiros quanto por framboeseiras. J& Anthonomus musculus Say, inseto-
praga de culturas de cranberry e mirtilo, é atraido por volateis liberados a partir de
botdes de cranberry atacados (MECHABER, 1992), mas nado pelos voléateis de
botdes de mirtilo, quando atacados (SZENDREI et al., 2009). A maior atracdo de
bicudos por volateis do algodoeiro com injuria provocada pela herbivoria parece

estar diretamente ligada a maior producdo de volateis observada por este conjunto
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de plantas, uma vez que as analises quimicas dos perfis de volateis das plantas néo
mostraram diferencas qualitativas, mas sim quantitativas. Portanto, o bicudo parece
diferenciar os volateis das plantas induzidas por herbvioria das ndo induzidas e das
danificadas por heteroespecificos, pela quantidade dos compostos liberados ou pela
diferente proporcéo destes componentes. E sabido que as plantas respondem &
herbivoria através de mudancas no perfil de volateis liberados (LOUGHRIN et. al.,
1995; BOLTER et al.,, 1997). Tais alteracbes podem ser de ordem quantitativa ou
qualitativa, a depender da espécie da planta e do herbivoro que a ataca (PARE &
TUMLINSON, 1998; TURLINGS et al., 1993).

A emissao de compostos volateis induzidos pela herbivoria pode ser utilizada
como pista olfativa para a localizacao de plantas hospedeiras, com menor tempo de
busca e, consequentemente, menores gastos energéticos (STAMPS & KRISHNAN,
2005; KALBERER et al., 2001). Insetos que conseguem reconhecer e discriminar
plantas infestadas por co-especificos podem apresentar maior valor adaptativo na
localizac&o de parceiros sexuais e sitios de oviposi¢cdo (LOUGHRIN et al., 1996).
Além disso, a partir da interpretacdo destas pistas quimicas, os volateis induzidos
podem alterar o recrutamento de novos herbivoros ao fornecer informac¢fes sobre a
intensidade de herbivoria deste hospedeiro (BERNASCONI et al., 1998). No entanto,
principalmente para herbivoros que tem como hospedeiro preferencial plantas
efémeras, a escolha por odores mais detectaveis € priorizada em detrimento da
qualidade do alimento (STAMPS & KRISHNAN, 2005). E importante ressaltar,
contudo, que a primazia mostrada pelo bicudo por volateis de plantas de algodao
danificadas por herbivoria de co-especificos, pode ser simplesmente um mecanismo
de localizagdo de plantas hospedeiras, onde ndo necessariamente ocorrerd a
alimentacdo dos tecidos destas. A orientacdo a distancia para localizacdo de um
hospedeiro primeiramente estd relacionada a estimulos sensoriais olfativos, nao
requerendo contato. Em contrapartida, para o estabelecimento de um sitio de
alimentagdo outros estimulos sdo necessarios, tais como 0s gustativos e tacteis,
para se avaliar a qualidade nutricional da planta em questdo (SCHOONHOVEN &
VAN LOON, 2002).

O efeito que os processos de co-evolugao exercem sobre insetos e plantas
gera uma “corrida armamentista” entre estes dois grupos. Dessa forma, as plantas

utiizam os volateis induzidos pela herbivoria como mecanismo de defesa. Ser
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atraido por um hospedeiro induzido a liberar tais substancias, implica em ir ao
encontro de uma fonte com possiveis competidores e elevado risco de influxo de
inimigos naturais (HEIL, 2008). Consequentemente, torna-se dificil predizer qual
sera 0 comportamento adotado pelo herbivoro. A propria biologia do inseto
determinara quando este sera atraido ou quando evitara estes volateis. Para o
bicudo-do-algodoeiro, aspectos comportamentais, como o habito gregario, podem ter
influenciado na determinagao de sua escolha final.

Um aspecto interessante observado no comportamento do bicudo-do-
algodoeiro €é a ndo-atracdo por Vvolateis induzidos pela herbivoria de
heteroespecificos (lagarta-militar e percevejo-marrom), sugerindo que os adultos de
A. grandis reconhecem a mistura de compostos liberada por plantas com dano
efetuado por outros bicudos. As respostas das plantas frente aos danos de
herbivoria podem ser espécie-especificas e, desse modo, compostos induzidos pela
herbivoria podem fornecer informagdes acerca da presenca de possiveis
competidores em uma planta hospedeira (ROCHAT et al., 2000; YANG et al., 2004).
Logo, infere-se que as diferencas quantitativas nas propor¢cdes dos compostos
liberados nos tratamentos de herbivoria por S. frugiperda e E. heros foram
suficientes para que o bicudo-do-algodoeiro as percebesse. Antagonicamente, o
besouro-da-batata (Leptinotarsa decemlineata Say) além de ser atraido por
compostos volateis de plantas de batata danificadas por co-especificos, apresentou
atratividade equivalente para solanaceas infestadas por lagartas de S. exigua
(BOLTER et al., 1997).

O estagio fenolégico da planta parece influenciar diretamente as respostas de
insetos herbivoros. O bicudo-do-algodoeiro apresentou preferéncia por volateis de
G.hirsutum no estagio reprodutivo — caracterizado pela presenca de botdes florais,
pequenas macas e flores — quando contrastados com aqueles do estagio vegetativo.
Esse comportamento ja era esperado para os adultos de A. grandis, uma vez que 0s
primeiros individuos iniciam o processo de migracdo para os algodoais quando
comecam a surgir os primérdios de botdes florais (RUMMEL & CURRY, 1986). O
comportamento de preferéncia por determinados estagios fenolégicos ja foi
reportado anteriormente na literatura. Experimentos com A. eugenii revelaram
preferéncia por piperaceas em estagio de florescimento e frutificagdo, mostrando

gue estes besouros sédo capazes de identificar a fenologia da planta a partir do perfil
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de volateis emitido, sem que haja necessidade de pistas visuais ou mesmo
gustativas (ADDESSO et al.,, 2011). Kalinova e colaboradores (2000) também
propuseram que diferencas fenoldgicas podem resultar em mudancas na emissao
de voléateis, influenciando, assim, o comportamento de forrageio. Uma maior
guantidade de volateis emitidos ndo implica, necessariamente, em maior atracdo. O
algodoeiro no estagio vegetativo liberou determinados compostos em maior
guantidade do que no estagio reprodutivo, 0 que ndo garantiu maior atracdo para o
bicudo. Dessa forma, mesmo liberando uma mistura de compostos volateis em
menor quantidade, G. hirsutum, quando reprodutivo, atraiu mais o0 bicudo.
Resultados semelhantes foram observados para A. pomorum, onde botdes florais do
primeiro estagio fenolégico da variedade de macieira mais atrativa apresentaram
menores quantidades de compostos volateis do que a variedade menos atrativa
(KALINOVA et al., 2000).

Tanto machos quanto fémeas de A. grandis tiveram o mesmo padrdo de
resposta aos volateis de G. hirsutum. Em todos os bioensaios foram utilizados
extratos de plantas de algoddao com e sem dano, provenientes das aeracdes e
previamente analisados via CG; garantindo, assim, que o feroménio de agregacéao
nao estivesse presente nas amostras usadas nos testes comportamentais. Portanto,
nao houve interferéncia do feroménio nas respostas observadas em olfatdmetro.
Além disso, os ensaios foram feitos excluindo-se qualquer pista visual e permitindo
focar apenas na importancia dos volateis de plantas para avaliar a habilidade de
localizag&o de hospedeiros pelo bicudo-do-algodoeiro. Addesso & McAuslane (2009)
também ndo encontraram diferencas nas respostas entre machos e fémeas de A.
eugenii, previamente acasalados. Os autores sugerem que fémeas virgens gastam
mais tempo procurando parceiros sexuais e locais para alimentacdo, respondendo
tanto a volateis de plantas hospedeiras quanto a volateis de plantas néo-
hospedeiras. Se 0 mesmo for verdadeiro para A. grandis, justifica o fato de as
fémeas virgens responderem para os volateis de plantas no estagio vegetativo
(resposta em busca de alimento) e reprodutivo (resposta em busca de parceiros
sexuais e alimento).

Os machos de A. grandis que chegam a cultura e se alimentam das estruturas
de algodao, iniciam a producdo e liberacdo do feromonio de agregacao, favorecendo

a chegada de bicudos migrantes. Ja foi elucidado na literatura que a atratividade dos
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ferombnios pode ser aumentada a partir da incorporacao de volateis de plantas em
sua composicdo (DICKENS, 2006; YANG et al., 2004;.PINERO & PROKOPY, 2003;
LIGHT et al., 2001). No presente estudo, os resultados revelaram um aumento no
potencial de atracdo do feroménio de agregacado de A. grandis quando enriquecido
com os compostos volateis de G. hirsutum danificado por herbivoria. Nos bioensaios
comportamentais, machos e fémeas preferiram os bracos do olfatdmetro com fontes
de odores da mistura de feromdnio + volateis de algoddo no estagio reprodutivo
danificado por A. grandis, quando comparado com o feromdénio sozinho. Estes
resultados estdo de acordo com as observagdes feitas por McKibben e
colaboradores no final da década de 70, ao perceberem um aumento na captura de
bicudos em armadilhas iscadas com o ferombénio + volateis do 6leo de algodéo.
Dickens (1985) e Dickens e colaboradores (1990) identificaram como possiveis
responsaveis por este aumento na atracdo, os compostos 3-bisabolol e (E)-2-hexan-
1-ol. Entretanto, no presente estudo, tais compostos ndo foram encontrados na
mistura de volateis liberadas pelo algodoeiro, com e sem dano e em ambos 0s
estagios fenolégicos avaliados (Tabelas 1 e 2), sugerindo que outros compostos
sejam o0s responsaveis pela atratividade observada em machos e fémeas de A.
grandis para a variedade de algodao DeltaOpal.

A identidade dos volateis estd de acordo com 0s compostos previamente
encontrados em outros estudos com algoddo (MORAES et al., 2011; HEDGE et al.,
2011; RODRIGUEZ-SAONA et al., 2003; ROSE et al., 1998; PARE & TUMLINSON,
1998; LOUGHRIN et al.,, 1995; MCCALL et al.,, 1994). Neste trabalho, foram
encontrados  alguns compostos anteriormente ndo citados  (canfeno,
aloaromadendreno e d-cadineno), mas que sdo comuns em varias plantas. Estas
diferencas podem ter sido devido ao uso de outras variedades de algoddo, do
estagio fenologico avaliado ou até mesmo do método de coleta empregado.

Os tratamentos com injaria de herbivoria liberaram maiores quantidades de
volateis que os demais. Estes resultados estdo de acordo com a literatura, a qual
afirma que injurias provocadas por insetos herbivoros aumentam a emissao de
volateis (PARE & TUMLINSON, 1996; ROSE ET AL., 1996, DICKE, 1998) Os
tratamentos de herbivoria com A. grandis, E. heros e S. frugiperda apresentaram a
mesma composi¢cdo de volateis, mas com diferencas quantitativas significativas.

Semelhante ao algoddo, plantas de tabaco da espécie Nicotiana attenuata
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(Solanaceae) atacadas por insetos herbivoros de diferentes guildas alimentares — a
lagarta Manduca quinquemaculata Haworth (Lepidoptera: Sphingidae), o besouro-
saltador Epitrix hirtipennis Melsheimer (Coleoptera: Chrysomelidae) e o mirideo
Tupiocoris notatus Distant (Hemiptera: Miridae) — emitiram a mesma composi¢cao
gualitativa de volateis, mas em diferentes propor¢cées (ROOT, 1973). A similaridade
na liberacdo de compostos volateis induzidos por herbivoria por diferentes espécies
de insetos pode ser considerada um mecanismo de defesa indireta da planta,
atuando como sinais universais para inimigos naturais generalistas (KESSLER &
BALDWING, 2001).

Quantitativamente, algodoeiros danificados por A. grandis liberaram mais
volateis, seguidos por S. frugiperda e E. heros, que apresentou a menor taxa de
liberacdo entre os trés tratamentos. O tipo de dano afeta diretamente na producédo
de compostos volateis, como mostrado nos resultados. Tais modificagbes podem ser
explicadas pelo fato de insetos mastigadores induzirem a rota biosintética do acido
jasménico, enquanto que insetos sugadores tendem a induzir a rota do acido
shiquimico (MICHEREFF et al., 2011, HILKER & MEINERS, 2006). Insetos
mastigadores, como o bicudo e a lagarta-militar, que provocam injurias severas aos
tecidos vegetais, podem induzir reacfes mais fortes nas plantas do que herbivoros
sugadores, como 0 percevejo-marrom. Baixas taxas de liberacdo de volateis
induzidos por herbivoria de insetos sugadores ja foram registradas anteriormente em
algodoeiros. Infestacdes de mosca-branca Bemisia tabaci Gennadius (Hemiptera:
Aleyrodidae) nao induziram plantas de algodao a liberarem volateis (RODRIGUEZ-
SAONA et al., 2003). Da mesma forma, Turlings et al. (1998) observaram altas taxas
de emissdo de volateis induzidos por hebivoria da lagarta Spodoptera littorallis
Boisduval (Lepidoptera: Noctuidae), mas diminutas quantidades em plantas de milho
infestadas pelo afideo Rhopalosiphum maidis Fitch (Homoptera: Aphididae).

No presente trabalho com algodéo e o percevejo E. heros, ndo se observou a
inducdo dos compostos originados da rota do &acido shiquimico, como seria
esperado de acordo com a literatura. Isso poderia ser explicado pelo néo
reconhecimento ao ataque desse inseto pelo algodoeiro. Os resultados da andlise
guantitativa, AVC e PRC mostram que o perfil quimico da planta danificada por este
inseto assemelhou-se muito mais com o da planta sem dano do que todos o0s outros

tratamentos. Nos tratamentos com 0s insetos mastigadores, como era esperado, 0S
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principais compostos induzidos foram de origem terpénica e da rota das
lipoxigenases.

A capacidade de resposta das plantas de algod&do apresentou variacdo de
acordo com seu o estagio de desenvolvimento. Algodoeiros no estagio vegetativo
(com e sem dano) liberaram maiores quantidades de compostos volateis quando
comparados com algodoeiros no estagio reprodutivo. Em soja, Glycine max L.
(Fabaceae), injarias provocadas pela herbivoria de S. frugiperda induziram dez
vezes mais a emissao de voléateis totais em plantas no estagio vegetativo que em
plantas no estagio reprodutivo (presenca de flores) (ROSTAS & EGGERT, 2008). A
Teoria da Defesa Otima (TDO) prediz que as plantas devem alocar os compostos de
defesa de forma a maximizar sua adaptabilidade reprodutiva (MCKEY, 1974). De
acordo com a TDO, a producéo de tais compostos defensivos apresenta um custo,
seja ecologico ou fisiolégico e, portanto, a alocagcdo destas substéncias na planta
revela o valor adaptativo de cada ¢6rgdo (MCKEY, 1974). Assim, tecidos mais
“valiosos” apresentam maiores concentracdes de substancias que agem como
defensivos quimicos. Em um trabalho utilizando a meta-analise, McCall e Fordyce
(2010) mostraram que folhas jovens apresentavam maiores concentracdes de
compostos de defesa do que folhas velhas, e ndo encontraram evidéncias de que
flores fossem mais defendidas do que folhas. O mesmo foi observado para o feijao
Phaseolus lunatus L. (Fabaceae), onde a quantidade de volateis total emitida por
folhas jovens foi significativamente maior do que as quantidades liberadas por folhas
velhas (RADHIKA et al., 2008).

Considerando que a planta no estagio vegetativo apresenta uma proporgao
de folhas jovens maior do que na fase reprodutiva, os resultados encontrados estéo
de acordo com a TDO. As folhas jovens geralmente sdo mais importantes para o
fitness futuro da planta por serem fotossinteticamente mais ativas e, assim,
contribuirem mais para a producado de fotoassimilados (WIEDEMUTH et al., 2005).
As flores e frutos, por sua vez, sdo mais efémeros e a composi¢do (quantitativa e/ou
gualitativa) de compostos defensivos deve também ser diferente. No algoddo, a
emissao de volateis foi maior na fase vegetativa, mas a composicao qualitativa nao
mudou. Ja foi amplamente demonstrado que a emissédo de volateis varia quali- e
guantitativamente, a depender de uma série de fatores que interagem entre si, como

a propria fenologia da planta e a guilda alimentar dos insetos que a ataca.
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As variacfes na composi¢cdo quantitativa dos volateis de plantas de algodao
em diferentes estagios fenoldgicos e submetidas a diferentes tratamentos de
herbivoria mostraram que partir de 48 h apds o inicio da injdria se iniciou uma
separacdo dos tratamentos HAg dos demais. Apesar dessa distingdo ficar clara
somente apos 48 h, os bicudos adultos apresentaram preferéncia para os volateis de
plantas danificadas por co-especificos a partir de 24 h apés o inicio da injdria. Tais
respostas sugerem que as diferencas nas propor¢des dos compostos liberados apoés
24 h ja foram suficientes para que machos e fémeas de A. grandis distinguissem os
volateis induzidos por herbivoria de seus co-especificos dos de outras espécies de
insetos. Os compostos a-pineno, B-pineno, B-mirceno, (Z)-3-acetato de hexenila, B-
ocimeno, DMNT, a-copaeno e TMTT foram os que mais contribuiram para o perfil de
separacao obtido entre os tratamentos de herbivoria por diferentes insetos e
possivelmente, podem estar envolvidos na atragdo do bicudo-do-algodeiro.

Pela anélise AVC foi possivel identificar os principais compostos responsaveis
pela separacdo das plantas danificadas por A. grandis nos diferentes estagios
fenoldgicos. Essa separacdo dos estagios indica que existem diferencas nos perfis
dos compostos liberados e que estes compostos podem ser 0s responsaveis pela
percepcdo do estagio fenologico da planta pelos adultos de A. grandis. Os
compostos a-pineno (C1), B-pineno (C4), B-ocimeno (C8) e a-copaeno (C16)
parecem estar correlacionados as plantas de algodao no estagio reprodutivo e o
volatii verde de planta (Z2)-3-acetato de hexenila (C6) e o0 sesquiterpeno
aloaromadendreno (21), com a planta no estagio vegetativo. Como foi discutido
anteriormente, plantas no estagio vegetativo produzem uma quantidade maior de
compostos e as proporgOes entre esses compostos parece ser crucial para o bicudo
localizar o seu hospedeiro. O algodoeiro no estagio vegetativo danificado por A.
grandis produziu uma quantidade de volateis significativamente superior aos outros
tratamentos, incluindo as plantas danificadas por A. grandis no reprodutivo. Talvez a
presenca de (2)-3-acetato de hexenila em grande quantidade seja a informacao que
0 bicudo usa para saber se a planta esta no estagio vegetativo ou ndo. No entanto, a
funcéo individual e/ou conjunta destes compostos ainda precisa ser avaliada.

Os resultados da PRC, que possibilita avaliar os compostos ao logo do tempo
e a importancia de cada composto da mistura de volateis, mostraram um padréo

semelhante ao encontrado pela AVC, elucidando a influéncia do mesmo grupo de
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compostos na separagao dos tratamentos ao longo do tempo. Para os tratamentos
HAg, os compostos a-pineno, B-pineno, B-mirceno, B-ocimeno, linalol, DMNT e o-
copaeno foram os grandes responsaveis pelo perfil observado, tanto para o estagio
vegetativo quanto para o reprodutivo e as diferengas foram se intensificando ao
longo do tempo. As analises quimicas e estatisticas mostraram que a planta nao
responde imediatamente ap6s o inicio da herbivoria. No entanto, os bioensaios
revelaram que o bicudo € capaz de perceber diferencas entre os tratamentos nas
primeiras 24 horas apos a injuria, indicando, assim, que a antena do inseto &€ um
biosensor muito mais eficiente e sensivel que os equipamentos analiticos e técnicas
estatisticas utilizadas.

Estudos envolvendo a liberacdo de volateis em plantas infestadas por
herbivoros tém focado preferencialmente nos efeitos destes compostos sobre o
comportamento dos inimigos naturais. A emissdo de volateis é uma resposta
adaptativa da planta que pode servir como defesa indireta, atraindo predadores ou
parasitéides dos insetos que a atacam. Estudos eletrofisiolégicos mostraram que o
parasitéide Cotesia flavipes Cameron (Hymenoptera: Braconidae) respondeu aos
compostos (Z)-3-acetato de hexenila, (E)-ocimeno, linalol e DMNT emitidos por
plantas de milho infestadas por lagartas de Chilo partellus Swinhoe (Lepidoptera:
Crambidae) (NGI-SONG & OVERHOLT, 1997). Os parasitéides generalistas Cotesia
marginiventris Cresson (Hymenoptera: Braconidae), Campoletis sonorensis
Cameron (Hymenoptera: Ichneumomidae) e Microplitis rufiventris Kokujev
(Hymenoptera: Braconidae) apresentaram respostas eletrofisiolégicas para varios
compostos emitidos por plantas de milho, algodao e feijdo-de-corda infestados por
S. littoralis mas, principalmente, para (Z)-3-acetato de hexenila, linalol e DNMT
(GOUINGUENE et al., 2005). A maioria destes compostos foi atribuida a possiveis
candidatos a atratividade observada por A. grandis pelos volateis de sua planta
hospedeira. E necessario avaliar se estes também tém atividade bioldgica sob os
inimigos naturais do bicudo-do-algodoeiro. Apesar de compostos induzidos por
herbivoria apresentarem potencial para atracdo de inimigos naturais, o aumento na
emissao destes, observado apds a injuria provocada pela herbivoria, também pode
servir como sinal para atragdo de novos herbivoros em busca de hospedeiros,

constituindo, assim, um risco para as plantas. Ao confirmar os compostos envolvidos
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na atracdo do bicudo por seu hospedeiro, esses volateis podem auxiliar no

desenvolvimento de novas estratégias para o controle de A. grandis na cotonicultura.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

Gossypium hirsutum apresentou um perfil de volateis quantitativamente
diferente nos dois estagios fenoldgicos avaliados. Foi mostrado que o bicudo-do-
algodoeiro utiliza os volateis emitidos por plantas de algoddo sem injaria ou
infestadas por co-especificos para a localizacdo de seu hospedeiro.
Preferencialmente, o bicudo responde aos volateis induzidos por herbivoria em
plantas de algoddo no estagio reprodutivo. O algodoeiro difere no modo como
responde a herbivoria por insetos de diferentes guildas alimentares, o que pode
influenciar no comportamento de forrageamento de insetos herbivoros.

A identificacdo dos compostos volateis usados por herbivoros para a
localizac&o de hospedeiros — para alimentacdo, acasalamento e/ou oviposicdo — é
crucial para uma melhor elucidagdo dos mecanismos de comunicagdo quimica entre
insetos e plantas. Sinais quimicos que desencadeiam atividade biologica em A.
grandis oferecem uma alternativa ao uso de inseticidas sintéticos. Essa propriedade
de atratividade pode ser usada como mecanismo de interrupcdo de encontro de
parceiros sexuais; para o levantamento de populagcdes incipientes, favorecendo o
sincronismo na aplicacado de inseticidas; ou mesmo para aumentar a atratividade de
feromonios sintéticos. O uso de semioquimicos produzidos por plantas promove uma
variedade de oportunidades para o desenvolvimento de métodos manipulativos para
o controle de insetos-pragas.

Diante desse panorama, estudos adicionais ainda sdo necesséarios para se
desvendar todos os aspectos da comunicacdo quimica entre A. grandis e G.
hirsutum. Plantas atacadas simultaneamente por varias espécies de herbivoros
podem emitir uma composicdo de volateis em resposta ao dano de herbivoria,
diferente de quando sdo atacadas por uma Unica espécie, como resultado de cross-
talk entre as rotas metabdlicas acionadas (RODRIGUEZ-SAONA et al., 2003). Nesse
sentido, a avaliacdo da ac&o conjunta de A. grandis, E. heros e S. frugiperda se faz
necessaria. Além disso, é importante a apreciacao individual dos compostos com
potencial de atracdo do bicudo (a-pineno, B-pineno, B-mirceno, [-ocimeno,(Z)-3-
acetato de hexenila, linalol, DMNT, a-copaeno, aloaromadendreno e geranil

acetona). Ensaios comportamentais e testes eletrofisiolégicos podem auxiliar na
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caracterizacdo do(s) composto(s) envolvido(s) na atracdo de A. grandis por sua

planta hospedeira.
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APENDICES

1. Espectros de massa dos compostos identificados nos volateis emitidos
por plantas de algodéao.

A. Espectro de massa do composto na amostra.

B. Espectro de massa do composto na biblioteca.
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