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RESUMO GERAL

A manipulagdo da abundancia e distribuicdo de inimigos naturais por semioquimicos tem
potencial para melhorar as estratégias de controle bioldgico. Entretanto, estudos em
ambientes complexos (campo), voltados para estabelecer a acdo cairomonal de
semioquimicos e sua influéncia na distribui¢do e abundancia de parasitdides ainda sao
escassos. Esses conhecimentos sdo fundamentais para estabelecer bases cientificas solidas
que permitam a aplicagdo dos semioquimicos no manejo integrado de pragas. Nesse trabalho
foram avaliadas duas estratégias de uso de semioquimicos para manejo comportamental de
parasitdides de ovos de percevejos, visando estabelecer o efeito da sua aplicagdao na
abundancia e distribuicao dos parasitoides e o impacto nas populagdes de percevejos através
do parasitismo de ovos. Uma das estratégias testadas foi o uso de (£)-2-hexenal, componente
do feromonio de alarme de percevejos, que também ¢ um constituinte dos volateis verdes de
plantas. Esse composto tem a¢do cairomonal em parasitéides de ovos comprovada
previamente em laboratorio. A liberagao por septos de borracha com diferentes doses (4 mg,
10 mg e 5 mg) de (£)-2-hexenal em éreas de cultivo de soja, mostrou que a abundéncia de
parasitdides foi maior em parcelas com aplicacdo do composto na concentragdo de 4 mg e
esse efeito ocorreu principalmente nos estagios de enchimento dos graos de soja até a
maturidade fisiologica da planta. No entanto, em parcelas tratadas com (£)-2-hexenal a
intensidade e a ocorréncia de parasitismo em ovos e o nivel populacional de percevejos
fitofagos ndo diferiu de parcelas controle. Uma segunda estratégia testada foi a utilizagdo de
cis-jasmone, um fitormonio que atua como indutor de volateis componentes da defesa
indireta da soja. Experimentos em campo foram realizados pulverizando 6 ml de solu¢ao de
cis-jasmone (250 mg cis-jasmone + 100 mg de tween 20, em 1 1 de dgua) sobre plantas de
soja no inicio do estagio reprodutivo. A estrutura da comunidade (riqueza e equidade) foi
similar, em geral, entre parcelas tratamento e controle. Entretanto, o numero total de
Scelionidae, parasitdides de ovos de percevejos, principalmente Telenomus podisi €
Trissolcus basalis foi significativamente maior em parcelas tratadas durante as trés semanas
posteriores a aplicacao do composto. Essa atracdo ndo gerou resposta de aumento na
ocorréncia e intensidade de parasitismo em ovos € o nivel populacional de percevejos-praga
nao foi diferente entre parcelas tratamento e controle. O controle de percevejos em culturas
de soja pode ser incrementado pelo adensamento de parasitdides Scelionidae em areas

tratadas, aumentando assim a probabilidade de localizacao de ovos do hospedeiro.
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GENERAL ABSTRACT

The manipulation of the abundance and distribution of natural enemies by semiochemicals
can improve strategies for biological control. However, studies in complex environments
(field), aimed to establish the kairomonal action of semiochemicals and their influence on the
distribution and abundance of parasitoids are scarce. Such knowledge is fundamental to
establish a solid scientific basis for applying the semiochemicals in integrated pest
management. In this study we evaluated two strategies for use of semiochemicals for
management of behavioral egg parasitoids of stink bugs, to establish the effect of its
application in the abundance and distribution of parasitoids and the impact on populations of
stink bugs through the egg parasitism. One strategy was tested using (E)-2-hexenal, an alarm
pheromone component of stink bugs, which is also a green leaf volatile produced by plants.
This compound showed a kairomonal effect on egg parasitoids in laboratory. The release by
rubber septa of different doses (4 mg, 10 mg and 5 mg) of (£)-2-hexenal in soybean crops
indicated that the abundance of parasitoids was higher in plots treated with a concentration of
4 mg of (E)-2-hexenal and this effect occurred mainly in the grain filling stages of soybeans
to physiological maturity of plants. However, in plots treated with (£)-2-hexenal intensity
and occurrence of egg parasitism and population level of phytophagous bugs did not differ
from control. We also investigated the use of cis-jasmone, a plant phytormone that induces
indirect defenses in soybean. Field experiments were performed by spraying 6 ml of cis-
jasmone (250 mg cis-jasmone + 100 mg of tween 20 in 1 | of water) on soybean plants,
during the early reproductive stage. The community structure (richness and equity) was
similar, in general, between treatment and control plots. However, the total number of
Scelionidae, stink bug’s egg parasitoids, mainly Telenomus podisi and Trissolcus basalis,
was significantly higher in treated plots during the three weeks after the application of the
compound. This attraction did not increase the occurrence and intensity of egg parasitism and
the abundance of stink bugs did not differ between treatment and control plots. The stink bug
control in soybean can be increased by the high density of parasitoid Scelionidae in treated

areas, thereby increasing the probability of location of host eggs.



INTRODUCAO GERAL

As interagdes entre os insetos herbivoros, suas plantas hospedeiras e seus inimigos
naturais estdo implicitas num contexto tri-tr6fico intimamente relacionadas ao
comportamento de busca por hospedeiros ou presas dos inimigos naturais (PRICE et al
1980). A longa distancia, os volateis liberados pela planta (primeiro nivel tréfico) atacada
pelo herbivoro (segundo nivel trofico), tém funcdo essencial para a orientacdo do inimigo
natural (terceiro nivel trofico) na sua estratégia de forrageamento (VET e DICKE 1992).

Os parasitoides sao insetos que vivem durante sua etapa de desenvolvimento larval
como parasitas de artropodes (geralmente outros insetos), ocasionando a morte de seus
hospedeiros (GODFRAY 1994). Estes insetos sdo importantes componentes dos ecossistemas
terrestres ¢ cumprem fungdo fundamental como inimigos naturais, sendo indispensaveis
agentes de mortalidade e reguladores de populagdes de insetos herbivoros (GODFRAY e
HASSEL 1994, CORNELL e HAWKINS 1995), influenciando, também, na dindmica e na
estrutura de suas comunidades (MORRIS et al 2004).

Durante seu ciclo vital, os parasitdoides passam por uma etapa crucial, que € o
momento no qual as fémeas precisam procurar um novo hospedeiro para parasitar (busca) e,
uma vez localizado, decidir se realizam a oviposi¢ao ou nao (selecdo). Para isto, o parasitoide
realiza uma série de passos comportamentais seqiienciais, que incluem: a localizagdo do
habitat do hospedeiro, a localizagdao do proprio hospedeiro, o reconhecimento do hospedeiro,
a aceitacdo e a adequacao do mesmo (VINSON 1998). Nesses passos, os parasitoides
utilizam estimulos de natureza fisica (visuais ou mecanicos), quimica (semioquimicos) ou
bioquimica, sendo os semioquimicos os mais freqlientemente utilizados por vespas
(Hymenoptera) parasitoides (VINSON 1985, GODFRAY 1994).

Os semioquimicos, compostos que conduzem informacdo naturalmente entre dois

individuos despertando no receptor uma resposta fisiologica, podem ser classificados como



feromonios ou aleloquimicos (VET e DICKE 1992). Os feromoénios tém atuacao
intraespecifica podendo ser favordveis ou ndo a ambos os individuos envolvidos.
Aleloquimicos geram respostas interespecificas que se distinguem em relacdo a vantagem
seletiva do(s) organismo(s) envolvido(s): alomonio, quando somente o emissor adquire
vantagem seletiva; cairomonio, com vantagem seletiva para o receptor, emitido por um nivel
trofico inferior, mas utilizado por um nivel trofico superior geralmente para encontrar
recursos; € sinomonio, com vantagem seletiva para os dois organismos - receptor € emissor
(PRICE 1997, VET e DICKE 1992). Os sinais recebidos pelo inseto durante as etapas de
localizagdao do habitat e do hospedeiro modificam seus padrdes de movimenta¢do, podendo
gerar respostas de orientacdo ou de deslocamento. Durante as etapas de reconhecimento e
aceitagdo os sinais contribuem para identificar e selecionar o hospedeiro (VINSON 1985).

A cultura de soja ¢ atacada por diversos herbivoros e dentre os mais prejudiciais
encontram-se espécies de percevejos (Hemiptera: Pentatomidae), causadores de sérios danos
(PANIZZI 1997). Esses insetos também sdo registrados abundantemente em outros cultivos
de importancia para a agricultura brasileira como milho, feijdo, girassol (PANIZZI e
MACHADO NETO 1992, AVILA e PANIZZI 1995, MALAGUIDO e PANIZZI 1999). Os
percevejos atacam a soja desde o florescimento até a maturidade fisiologica (PANIZZI 1997)
e neste periodo se alimentam preferencialmente sugando vagens e graos, causando danos
diretos e indiretos através da transmissdo de doengas (fungos) e alteragdes fisioldgicas
(VILLAS-BOAS 1990, SOSA-GOMES ¢ MOSCARDI 1995, BOETHEL et al 2000). Os
percevejos ocorrem em uma guilda cuja composicao de espécies e abundancia relativa varia
entre as regides produtoras de soja do Brasil (SUJII et al 2002). Na regido central do pais,
sete espécies de percevejos estdo associadas a cultura de soja (SUJII et al 2002). Neste

complexo, o percevejo marrom, Euschistus heros (Fabricius, 1798), ¢ considerado a praga



chave pela sua abundéancia e nivel de dano nos cultivos (PANIZZI e SLANSKY 1985,
MEDEIROS et al 1997).

O controle biologico ¢ um processo pelo qual populacdes de hospedeiros existentes
nos ecossistemas sao reguladas - mantidas dentro de limites méximos e minimos - devido a
acdo de seus inimigos naturais (SUJII et al 2001). Uma alternativa viavel a aplicagdo de
agrotoxicos ¢ o uso de insetos parasitdides de ovos de percevejos da Familia Scelionidae
como agentes de controle bioldgico, especialmente os dos géneros Trissolcus € Telenomus,
que ocorrem naturalmente em diversas regides do Brasil, inclusive no Distrito Federal
(CORREA-FERREIRA ¢ MOSCARDI 1995, MEDEIROS et al 1997). Pelas suas
caracteristicas bioldgicas, os parasitoides da familia Scelionidae sdo agentes reguladores
eficientes e tém sido utilizados efetivamente no controle biologico de percevejos em varios
paises do mundo, como Australia, Nova Zelandia, Havai e Brasil (CALTAGIRONE 1981,
CLARKE 1990, CORREA-FEREIRA e MOSCARDI 1996, CORREA-FEREIRA 2002).

O controle de percevejos baseia-se na aplicacdo de inseticidas sintéticos, sendo
utilizados mais de quatro milhdes de litros de inseticidas quimicos por safra para o controle
dessas pragas (CORREA-FERREIRA ¢ MOSCARDI 1996). Esse fato acarreta em aumento
dos custos de producao, além da resisténcia da praga aos inseticidas utilizados, ressurgéncia
de pragas e redugdo do numero de inimigos naturais. O desenvolvimento de uma metodologia
eficaz e amplamente adotavel pelos produtores pode contribuir para a diminui¢do do uso de
inseticidas para o controle dos percevejos e para o manejo da cultura e seus insetos-praga
com bases ecoldgicas. Uma nova estratégia pode melhorar a qualidade do produto agricola,
reduzir a contaminagdo ambiental e contribuir para a preservagao dos recursos naturais,
mostrando-se uma ferramenta importante para a sustentabilidade da agricultura.

Assim, a utilizacdo de semioquimicos para manipular o comportamento de

parasitdides oferece grandes perspectivas e pode ser uma ferramenta aliada ao controle



bioldégico (LEWIS e MARTIN 1990, POWELL e PICKETT 2003). Os semioquimicos
podem ser utilizados no manejo em campo, onde os compostos t€m potencial para atrair ou
reter os parasitdéides em uma area particular ou aumentar os indices de parasitismo, alterando
assim a dinamica das relagdes hospedeiro/parasitoide. No laboratorio, podem ser utilizados
para manipular a aceitacdo de hospedeiros ndo preferenciais ou ainda serem utilizados,
através do aprendizado associativo, para a producdo de insetos com maior poder de resposta a
semioquimicos (VET e DICKE 1992).

Nesse contexto, a presente dissertagcdo, dividida em dois capitulos, propde avaliar em
culturas de soja a influéncia de tratamentos com o componente de feroménio de percevejos
(E)-2-hexenal e com o fitormdnio indutor de liberacao de volateis cis-jasmone, na dindmica
das relagdes hospedeiro (ovos de percevejo)/ parasitoides (Scelionidae). O objetivo principal
¢ compreender como as aplicagdes destes compostos influenciam na atragao dos parasitdides
e quais sdo as consequéncias para as populacoes de seus hospedeiros. Esses conhecimentos
auxiliam no estabelecimento de bases cientificas para o manejo de populacdes de insetos
parasitédides, geram informagdes aplicadas para incrementar a eficiéncia do controle bioldgico
de percevejos e sdo essenciais, pois os efeitos de semioquimicos nas relagdes inseto
herbivoro/ parasitéide em campo sdo pouco conhecidos e ainda sdo escassos os estudos do

uso de semioquimicos para manejo de inimigos naturais de pragas da soja.
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CAPITULO 1

ACAO DO SEMIOQUIMICO (E)-2-HEXENAL SOBRE PARASITOIDES DE
OVOS (HYMENOPTERA: SCELIONIDAE) E SUA APLICABILIDADE NO
CONTROLE BIOLOGICO DE PERCEVEJOS-PRAGA (HETEROPTERA:
PENTATOMIDAE) DA SOJA
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RESUMO

O (E)-2-hexenal, componente de feromonio dos percevejos, ¢ também um volatil
produzido por plantas, podendo ser utilizado como cairomdnio por parasitéides de ovos. O
objetivo desse trabalho foi estudar, em monocultura de soja das principais regides de
produgdo agricola do Distrito Federal, a influéncia de tratamentos com (E)-2-hexenal nas
relagdes entre hospedeiros (ovos de Pentatomidae) e parasitoides (Scelionidae), para entender
como as concentragdes aplicadas desse composto afetam a flutuagdo populacional de
parasitéides e qual € o impacto na populacao de hospedeiros. Durante o estagio reprodutivo
da planta, foram realizados experimentos de maior escala em trés areas de cultivo de soja
(convencional, convencional sem regime de pulverizagdo e organico), em conjuntos de nove
parcelas (20 m x 20 m) distribuidas em cada uma das trés unidades experimentais. Em outra
area, foram realizados experimentos de menor escala, com infestagdo controlada de
percevejos em seis gaiolas (2,40 m x 1,80 m x 1,20 m) forradas com tela. As parcelas foram
distribuidas ao acaso em trés grupos: controle (n-pentano), (E£)-2-hexenal 4 mg (H1) e 10 mg
(H2). As gaiolas foram dispostas aleatoriamente em campo com tratamento de (£)-2-hexenal
5 mg diluido em n-pentano ou somente n-pentano (controle). Os parasitdides foram
amostrados semanalmente com armadilhas adesivas amarelas (n= 3/parcela ou gaiola) e os
indices de parasitismo monitorados através de ovos sentinela de Euschistus heros (n=
150/parcela ou gaiola) criados em laboratoério. As populagdes de percevejos foram
monitoradas pela utilizacdo semanal de pano de batida em cada parcela (n= 10/semana) ou
gaiola (n= 4/semana). As analises estatisticas incluiram PRC, GLM, x* ¢ ANOVA de
medidas repetidas. Foi observado efeito cairomonal dos tratamentos com (E)-2-hexenal sobre
os parasitoides, principalmente na concentracao de 4 mg e nos estagios finais da cultura, mas
o incremento na abundancia de parasitéides ndo esteve relacionado a ocorréncia e intensidade
de parasitismo. A incidéncia populacional do complexo percevejos-praga mostrou-se
reduzida durante todo o experimento e também nao foi alterada pela liberacao do volatil.
Outras variaveis como temperatura e precipitacdo devem ser consideradas para estabelecer

claramente os efeitos do (£)-2-hexenal.
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ABSTRACT

The (E)-2-hexenal, a stinkbug’s pheromone component is also a volatile produced by
plants, and can be used as kairomone by egg parasitoids. We studied the influence of (E)-2-
hexenal on the relationships of host (stink bug eggs) - parasitoid (Scelionidae), to understand
how applications of this compound act on the population fluctuation of parasitoids and what
is the impact on the population of their hosts. During the reproductive stage of the plant, large
scale experiments were performed in three areas of soybean cultivation (conventional,
conventional without pulverization regimen and organic) in sets of nine plots (20 m x 20 m)
distributed in each of three experimental units. A small-scale experiment was conducted with
controlled infestation of stinkbugs in six cages (2,40 m x 1,80 m x 1,20 m) covered with
canvas. Plots were distributed randomly into three groups: control (n-pentane), (£)-2-hexenal
4 mg (H1) and 10 mg (H2). Cages were placed randomly in the field with treatment (£)-2-
hexenal 5 mg diluted in n-pentane or only n-pentane (control). Parasitoids were sampled
weekly using yellow sticky traps (n=3/plot or cage) and the parasitism indexes monitored
through sentinel eggs of Euschistus heros (n=150/plot or cage) reared in the laboratory.
Stinkbugs were monitored weekly with shake-cloth in each plot (n=10/week) or cage
(n=4/week). Statistical analyses included PRC, GLM, y* and repeated measures ANOVA.
The effect was observed in plots treated with the semiochemical (£)-2-hexenal on parasitoids
abundance, especially at a concentration of 4 mg in the final stages of culture, but the
increase in parasitoid abundance wasn’t associated with the occurrence and intensity of
parasitism. The population incidence of stinkbugs pest complex was reduced throughout the
experiment and was not altered by the release of the volatile. Other variables such as
temperature and precipitation should be considered to establish the field effects of (E)-2-

hexenal clearly.
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INTRODUCAO

Os volateis sintetizados e emitidos por hospedeiros sao fundamentais no
comportamento de forrageamento de parasitdides e podem modificar o direcionamento de sua
busca por esse recurso (VET e DICKE 1992). A utilizagdo desses sinais na manipulacao da
abundancia e distribuicdo de inimigos naturais oferece importantes perspectivas ao controle
biologico e manejo integrado de pragas (LEWIS e MARTIN 1990, VET e DICKE 1992,
POWELL e PICKETT 2003), onde os compostos tém potencial para atrair ou reter os
parasitoides em uma 4area particular ou aumentar os indices de mortalidade, alterando assim a
relagdes entre os hospedeiros e seus inimigos naturais.

A cultura da soja ¢ atacada por varios herbivoros e os percevejos (Hemiptera:
Pentatomidae) estdo entre os mais prejudiciais (PANIZZI 1997). O controle biologico dessas
pragas com parasitoides de ovos da familia Scelionidae (Hymenoptera) ¢ uma alternativa que
reduz o uso de inseticidas sintéticos e contribui para a preservagao dos recursos naturais,
sendo uma importante ferramenta para a agricultura sustentavel (CORREA-FERREIRA ¢
MOSCARDI 1996). A familia Scelionidae possui 3.308 espécies descritas, todas
consideradas endoparasitdides. Parasitam principalmente ovos de Heteroptera, mas também
utilizam ovos de aranhas e de insetos das Ordens Lepidoptera, Diptera, Orthoptera e
Coleoptera, como hospedeiros (AUSTIN et al 2005). No Brasil, as espécies dos géneros
Telenomus e Trissolcus (Hymenoptera: Scelionidae) sdo as principais reguladoras da
natalidade de percevejos pentatomideos da soja, através do parasitismo de ovos (CORREA-
FERREIRA ¢ MOSCARDI 1995, MEDEIROS 1998).

Estes parasitoides utilizam sinais quimicos de diferentes fontes como cairomonios
durante a sua busca de hospedeiros. Em estudos de laboratorio, foi demonstrado que
Trissolcus basalis responde a volateis produzidos por machos virgens e fémeas em estagio de

pré-oviposicao do percevejo Nezara viridula (COLAZZA et al 1999, 2004), e resultados
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similares foram obtidos para Trissolcus brochymenae ao ser estimulado por volateis de
machos, fémeas e ninfas do percevejo Murgantia histrionica (CONTI et al 2003). Foi
constatado que compostos presentes nas glandulas de alarme dos percevejos podem atuar
como atrativos para Telenomus podisi e, entre os compostos avaliados, o (£)-2-hexenal, um
dos componentes majoritarios de secre¢des glandulares de percevejos (ALDRICH 1995) e
também um volatil constitutivo comumente produzido por plantas, apresentou poder de
atracdo para o parasitoides 7. podisi e T. basalis em laboratdrio (PIRES et al 2001,
LAUMANN et al 2009). Em estudos de campo, este mesmo composto apresentou potencial
para o manejo de parasitoides Scelionidae durante o segundo estagio reprodutivo (R2) da soja
(PERES 2004). Compostos ndo volateis, provenientes da secrecdo adesiva utilizada pelas
fémeas de percevejos para formar a massa de ovos, sdo responsaveis pelo reconhecimento
dos hospedeiros pelos parasitoides scelionideos (BIN et al 1993, ALDRICH 1995, BORGES
et al 1999).

A agdo cairomonal do composto (£)-2-hexenal, j& reconhecida em laboratdrio, precisa
ser confirmada em experimentos de campo, com condi¢des mais complexas, para mostrar seu
impacto real nas populacdes naturais de parasitoides ao longo de todo o estagio reprodutivo
da soja. Compreender a atuagdo em campo desse composto sobre os parasitoides de ovos €
importante, visto que esses inimigos naturais sdo agentes de controle biologico que atuam na
mortalidade de percevejos em seus estagios iniciais de desenvolvimento (ovos), contribuindo
para a reducao dos niveis populacionais de seu hospedeiro em plantas de importancia
agricola.

O objetivo deste trabalho foi avaliar, em condi¢des de campo, a influéncia cairomonal
de duas concentragdes de (£)-2-hexenal nas relagdes entre hospedeiro (Pentatomidae) e
parasitédides (Scelionidae), para entender como as aplicacdes deste composto influenciam na

abundancia e distribuicdo dos parasitoides e determinar seu impacto sobre a populagao de
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percevejos hospedeiros em culturas de soja. Espera-se que ocorra aumento na densidade de
parasitdides Scelionidae em parcelas tratadas e, consequentemente, que o parasitismo de ovos
de percevejos seja maior nessas parcelas, controlando o nivel de percevejos hospedeiros

devido ao efeito de atragdo de parasitdides, agentes de controle biologico.

MATERIAL E METODOS
Area de Estudo - Experimento em parcelas de maior escala

Para estudar o efeito cairomonal das aplicacdes do composto (E)-2-hexenal sobre
parasitoides da familia Scelionidae, foram realizados experimentos de campo em
monoculturas de soja convencional, semiconvencional e organica, durante o estagio
reprodutivo da planta. As trés areas experimentais do estudo localizam-se nas principais
regides de produgdo agricola do Distrito Federal: Plano de Assentamento Dirigido do Distrito
Federal (PAD/DF) e Planaltina.

A unidade experimental convencional denominada Fazenda “Seu” Carlos (CAR),
situa-se em uma propriedade particular da Colonia Agricola Lamarao (Fig. 1), no PAD/DF
(15°57°59” S e 47°30°32” W). A fazenda possui um histérico de plantio agricola e €
frequentemente utilizada para experimentos de pesquisa, contando com a permissao de acesso
e apoio do proprietario. O campo de monocultivo de soja (cultivar MSOY 6101) possuia uma
area total de 15 ha, com 4,5 ha utilizados no presente estudo e estava delimitado por uma area
de vegetacdo natural (mata de galeria), uma area de restos de cultura de entressafra (sorgo) e
uma area de pastagem. O ciclo do cultivo teve inicio em novembro de 2008 e término em
abril de 2009.

Outra unidade experimental, na Embrapa Cerrados (CPAC), em Planaltina (15°35°34”
S e47°43°32” W), com area de 4 ha (Fig. 2), continha dois cultivares: BRS Valiosa RR e

BRS Baliza RR, ambas tolerantes ao glifosato. A aplicagdo do herbicida foi realizada no
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inicio do ciclo da cultura. Nao houve outra aplicagao de agrotoxicos pelo restante do ciclo,
por isso o cultivo foi considerado convencional sem regime de pulveriza¢ao. Nas imediagdes
da area experimental havia outras plantacdes (soja, milho e trigo) intercaladas por faixas de
gramineas. O ciclo do cultivo teve inicio em dezembro de 2008 e término em abril de 2009.
A unidade experimental orginica, denominada Fazenda Malunga (MAL), também
estava localizada em uma propriedade particular da Colonia Agricola Lamarao (Fig. 3),
integrante do PAD/DF (15°57°57” S € 47°29°20” W). Seu historico de plantio de soja ¢
recente € 0 uso mais comum da terra € para o cultivo de hortalicas. O administrador da
fazenda permitiu o acesso e apoiou a conducdo da pesquisa. O espaco de realizagdo do
experimento possuia 4,3 ha de plantio de soja variedade MSOY 8001, com aplicagdes
quinzenais intercaladas de inseticidas biologicos e fungicidas inorganicos de contato por todo
o ciclo da planta, que durou de dezembro de 2008 a abril de 2009. O monocultivo localizava-

se nas adjacéncias de uma mata de galeria e de uma plantagdo de sorgo.

Area de Estudo - Experimento em parcelas de menor escala

O experimento com aplicacdes do composto (£)-2-hexenal em parcelas de menor
escala foi conduzido no campo experimental da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia (Fig. 4), Distrito Federal (15°43°50” S e 47°53°59” W). A soja (MSOY 6101)
foi cultivada em uma area de 0,55 ha entre novembro de 2008 ¢ marco de 2009, onde seis
parcelas foram aleatoriamente distribuidas no inicio do periodo reprodutivo da planta. Nas
imediacoes da area cultivada havia uma mata riparia e pequenas parcelas utilizadas em outros
experimentos com cultivo de mamao, mamona, girassol e algodao. Devido a presenca de
plantas invasoras, foram realizadas aplicacdes esporddicas de herbicida para folhas estreitas

antes do plantio da soja.
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Figura 1. Localizacdo das parcelas (em vermelho) do experimento com (£)-2-hexenal na
area Fazenda Seu Carlos (CAR), Colonia Agricola Lamardao, PAD/DF, Brasilia.
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Figura 2. Localizacdo das parcelas (em vermelho) do experimento com (£)-2-hexenal na
area Embrapa Cerrados (CPAC), Planaltina, Brasilia.
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Figura 3. Localizacdo das parcelas (em vermelho) do experimento com (F)-2-hexenal na
area Fazenda Malunga (MAL), Colonia Agricola Lamardo, PAD/DF, Brasilia.



Figura 4. Localizacao das gaiolas (em vermelho) do experimento com (£)-2-hexenal,
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia - Brasilia.
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Desenho experimental - Experimento em parcelas de maior escala

Em cada unidade experimental foram instaladas nove parcelas de 20 m x 20 m,
distanciadas entre si por pelo menos 15 m e delimitadas por quatro estacas de madeira
enterradas nos vértices. As parcelas foram instaladas no inicio do periodo reprodutivo,
quando a cultura ¢ colonizada por percevejos (PANIZZI 1997), e mantidas até o final do ciclo
da soja (maturidade fisioldgica). Cada estaca serviu de suporte para um septo de borracha
(ISCA Technologies), preso com arame, contendo (£)-2-hexenal diluido em n-pentano ou
apenas n-pentano (controle). As parcelas foram distribuidas ao acaso em trés grupos, com trés
parcelas representando um grupo em cada area: grupo controle, grupo (£)-2-hexenal 4 mg
(doravante chamado H1) e grupo (E)-2-hexenal 10 mg (doravante chamado H2). No grupo
controle, cada septo continha n-pentano; no grupo H1, 1 mg de (E)-2-hexenal; e no grupo H2,

2,5 mg de (£)-2-hexenal.

Desenho experimental - Experimento em parcelas de menor escala

Para o experimento em parcelas de menor escala, o nivel populacional inicial de
percevejos foi controlado através da infestagdo de cada parcela com Euschistus heros,
provenientes de uma colonia de laboratorio mantida na Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia. Na area de plantio de soja, a partir do inicio do estagio reprodutivo, foram
distribuidas ao acaso seis gaiolas com estrutura de metalon de 2,4 mx 1,8 m x 1,2 m (Fig. 5).
As gaiolas foram cobertas com tela resistente, de malha de 4 mm, capaz de reter os
percevejos dentro da mesma e permitir a livre movimentagao dos parasitdides. Cada gaiola
representava uma parcela experimental e foi infestada com 15 fémeas do percevejo
Euschistus heros, para atingir a densidade de insetos similar ao nivel de controle, de dois
percevejos por metro linear (EMBRAPA 2008). Um septo preso com arame e apoiado em

estaca de ferro foi colocado no centro de cada gaiola com os tratamentos distribuidos
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aleatoriamente em trés gaiolas com (E)-2-hexenal (5,0 mg/septo) e em trés gaiolas controle
(n-hexano).

A montagem das gaiolas foi realizada em campo a partir do inicio do periodo
reprodutivo e mantida até o final do ciclo da soja (maturidade fisioldgica), periodo relativo ao
deslocamento dos percevejos para areas de refugio ou areas com plantas hospedeiras

alternativas.

1,80 m

»
%

~0

240m

Figura 5. Ilustracdo da gaiola utilizada no experimento em parcelas de menor escala com
(E)-2-hexenal 5 mg.
Avaliagdo da volatilizagdo de (E)-2-hexenal em septos de borracha (pré-campo)

Septos de borracha sdo amplamente utilizados para impregnacao de formulagdes de
compostos feromonais e de outros semioquimicos, muitas vezes sem avaliacao precisa das
taxas de liberacdo e vida util em condi¢des de campo, podendo isto afetar sua eficiéncia ao
longo de um estudo. Numa etapa anterior ao experimento de campo, foi verificado o tempo
de permanéncia e o comportamento de volatilizagdo do composto (£)-2-hexenal em septos
livres ou envolvidos por membrana de parafilm, sacos de PVC ou tubos de PVC com tampa
(Fig.6). Vinte septos de cada um dos tratamentos ou 20 tubos de PVC receberam 200 pl da
diluicao de 250 mg/ml de (E)-2-hexenal em n-pentano (50 mg/recipiente). Os septos e tubos
de PVC foram mantidos em estufa a 31 & 1°C e seus pesos foram registrados diariamente em
balanga de precisdo durante um intervalo de seis dias, tempo em que a maioria retornou ao

seu peso inicial (anterior ao tratamento com a dilui¢do de (£)-2-hexenal).
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Figura 6. Septos de borracha utilizados para a impregnacao do composto (£)-2-hexenal no
teste de volatilizagdo. A e B - septos livres, C - septo protegido com saco de PVC, D - septo
protegido por membrana de parafilm e E- tubo de PVC com tampa.
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Impregnacgdo de (E)-2-hexenal em septos de borracha

A impregnacao do composto nos septos de borracha foi realizada em laboratorio no
dia anterior a ida ao campo. Inicialmente, o composto (E)-2-hexenal puro (padrdo Sigma
Aldrich®) mantido em freezer por ser muito volatil, foi diluido em n-pentano para alcangar as
concentragdes de aplicagao em campo (1 mg, 2,5 mg e 5 mg). Os septos referentes as
parcelas H1 (1 mg/septo) foram tratados com 270 ul da diluicao de 3,7 mg/ml de (E)-2-
hexenal em n-pentano. Os septos referentes as parcelas H2 (2,5 mg/septo) foram tratados com
312 ul da dilui¢ao de 8 mg/ml de (E)-2-hexenal em n-pentano. Cada septo referente as
parcelas tratamento do experimento com gaiolas (5 mg/septo) recebeu 250 ul da diluigdo de
20 mg/ml de (E)-2-hexenal em n-pentano. Para as parcelas controle, foi aplicado 200 ul de n-
pentano puro com micropipeta em cada septo.

Para o preparo de todas as solugdes, o (£)-2-hexenal foi pesado em balanga de
precisdo nas quantidades necessarias e as diluigdes sempre foram aplicadas nos septos com o
auxilio de micropipeta. As sobras de solu¢do foram acondicionadas em recipiente de vidro
estéril com tampa, envolvido em parafilm e mantido em freezer. Como a quantidade de
solucdo nao foi suficiente para o uso por todo o experimento, novas solucdes foram
preparadas quando necessario, para evitar desperdicio.

As taxas de liberagdo do (£)-2-hexenal foram avaliadas para estabelecer qual
recipiente acondicionaria o composto ou se alguma vedagao seria empregada no recipiente
para o experimento em campo. Optou-se por colocar septos embalados com parafilm para
assegurar a permanéncia do composto e protegé-los de ressecamento ou excesso de umidade
em condicoes de campo. Logo apds a aplicagdo da solugdo nas concentracdes desejadas
dentro dos septos de borracha, cada um foi embalado em parafilm, apds a evaporagdo do
solvente. Os grupos de septos por tratamento e por area foram embalados em papel aluminio

e mantidos em freezer, empacotados separadamente em sacos zip lock, para uso no dia
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seguinte. Para manter os septos em temperatura baixa durante o transporte dos mesmos ao

campo, foi utilizada uma caixa de isopor com gelo reciclavel.

Amostragem de parasitoides de ovos e percevejos-praga

Parasitoides de ovos de percevejos foram amostrados através de armadilhas adesivas
Biotrap® (BioControle Métodos de Controle de Pragas Ltda.), de 15,0 x 24,5 cm, para o
experimento de maior escala e 15 x 12,5 cm para o experimento de menor escala (Fig. 7). No
experimento de maior escala, as armadilhas foram distribuidas dentro de cada parcela em trés
pontos equidistantes entre si (formando um tridngulo dentro das parcelas, com a jun¢ao dos
pontos) por aproximadamente 5 m, e, no experimento de menor escala, as armadilhas foram
distribuidas em trés pontos dispostos ao longo de uma das diagonais de cada gaiola, sendo um
no centro € um em cada extremidade (Fig. 7). As armadilhas foram colocadas a
aproximadamente 1,20 m de altura em relagdo ao solo em estacas de madeira e presas por
arame. A superficie adesiva foi exposta no campo e se manteve em atividade por um periodo
de trés dias, ap6s o qual as armadilhas foram removidas, envolvidas em filme de PVC e
armazenadas em geladeira para posterior identificagdao dos insetos. A substituicdo foi
realizada quatro dias apds a remog¢ao e ocorreu semanalmente, coincidindo com a reposicao
dos septos, até o fim do ciclo da cultura. Os parasitoéides da familia Scelionidae foram
identificados até o menor nivel taxondmico possivel e quantificados; parasitoides de outras
familias ndo foram identificados, apenas quantificados.

A ocorréncia (auséncia ou presenca) e a intensidade (n° ovos parasitados/ n° ovos
remanescentes nas cartelas) de parasitismo foram registradas semanalmente em cada parcela
ou gaiola, pela distribuicao aleatoria de trés pedagos de 3 cm x 3 cm de cartolina, contendo
50 ovos sentinela colados com goma arabica. Os ovos do percevejo marrom Euschistus

heros, o mais abundante em culturas de soja no Distrito Federal, provenientes de uma coldnia
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mantida na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, foram cobertos com fil6, para
evitar a predacao (Fig. 7). O fil6, com malha de espessura milimétrica (= 2 mm), permitia a
livre passagem dos parasitoides e dificultava o acesso aos ovos por outros predadores (e.g.,
percevejos, formigas, besouros). Para proteger os ovos colados em cartolina da acao da
chuva, foram empregados abrigos confeccionados com fundo de garrafa tipo PET (Fig. 7). Os
ovos foram expostos no campo por trés dias e depois transportados ao laboratorio,
acondicionados em potes de plastico com tampa e mantidos em sala climatizada. O
parasitismo foi constatado pela emergéncia de parasitdides ou pela disseccao dos ovos e
observagado da presenca de pupas e estagios imaturos, quando os parasitdides nao
completavam seu desenvolvimento (Fig.7). Os ovos parasitados foram quantificados e os
parasitéides adultos que emergiram foram identificados.

Para estimar a densidade de percevejos, cada parcela foi amostrada semanalmente
com pano de batida (SHEPARD 1974), que consistiu em um retangulo de plastico flexivel de
cor branca, medindo 1,00 m x 0,70 m e preso nas laterais a cabos de madeira. O pano de
batida ¢ semelhante ao guarda chuva entomolégico e foi utilizado para cobrir o solo entre as
linhas de soja, enquanto as plantas eram sacudidas vigorosamente sobre ele (Fig. 7). Em cada
parcela, foram efetuadas dez batidas, distribuidas aleatoriamente enquanto se percorria o
campo em zig-zag, para o experimento de maior escala. Para o experimento de menor escala
foram efetuadas quatro batidas, suficientes para uma varredura completa da gaiola. Os
percevejos-praga amostrados foram identificados (espécie e estdgio) no local de coleta e
liberados. A abundancia e riqueza de percevejos foram estimadas para cada semana de

amostragem.
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Figura 7. Esquema da distribui¢do das armadilhas adesivas nas parcelas e métodos de
amostragem de insetos. A - Distribui¢do das armadilhas adesivas formando um tridngulo em
experimentos de maior escala e distribuicdo das armadilhas adesivas diagonalmente em
experimentos de menor escala, B - Armadilha adesiva amarela, C - Ovos sentinela, D - Pano
de batida, E - Telenomus podisi parasitando ovos sentinela de Euschistus heros, F - Ovos
sentinela de Euschistus heros parasitados por Telenomus podisi.
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Analises estatisticas

Para testar o efeito do tipo de recipiente (septos livres ou protegidos por membrana de
parafilm, sacos de PVC ou tubos de PVC com tampa) e do tempo sobre a taxa de
volatiliza¢do do composto (£)-2-hexenal, foi utilizada uma analise de variancia de medidas
repetidas (TABACHNICK e FIDELL 2001). Para satisfazer a premissa de normalidade, foi
empregado nessa andlise o arco seno da raiz quadrada da propor¢ao de volatilizacao do
composto aplicado nos septos por tipo de vedagao e por dia.

Para testar o efeito dos tratamentos sobre a abundancia de parasitéides adultos
amostrados com armadilhas adesivas, foi empregado o método multivariado de curvas de
respostas principais (principal response curves — PRC). O resultado fundamental desse
método, que € baseado em uma analise de redundancia (redundancy analysis — RDA) parcial,
¢ uma curva representando a trajetdria temporal da composicao da comunidade para cada
tratamento experimental (LEPS e SMILAUER 2003). Essa curva ¢ complementada por um
diagrama unidimensional mostrando os escores das espécies em cada eixo da RDA
(normalmente um tnico eixo € utilizado). A significancia do efeito do tratamento foi
determinada através de 999 permutagdes de Monte Carlo. Foram feitas duas PRCs, uma
apenas para os géneros de Scelionidae amostrados e outra para todos os parasitoides
encontrados (Scelionidae e outros parasitoides). Nas analises, foi empregado o logaritmo da
média da abundancia de parasitoides nas trés armadilhas adesivas, por parcela (ou gaiola) e
por semana.

O efeito dos tratamentos sobre a abundancia de Scelionidae amostrados com
armadilhas adesivas foi testado através de andlise de variancia de medidas repetidas
(TABACHNICK e FIDELL 2001). Nessa analise foi empregado o total de parasitdides por
tratamento e por semana. Para testar o efeito dos tratamentos com (£)-2-hexenal sobre o

numero de percevejos amostrados com o pano de batida, foi utilizada uma analise de
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variancia de medidas repetidas (TABACHNICK e FIDELL 2001). Nessa analise foi
empregado o total de percevejos por tratamento e por semana. O efeito dos tratamentos sobre
a ocorréncia de parasitoides (auséncia ou presenga) e a intensidade média de parasitismo (n°
ovos parasitados/ n° ovos remanescentes nas cartelas) em ovos sentinela por parcela foi
determinado através do modelo linear generalizado (generalized linear model — GLM),
especificando erros com distribui¢ao binomial e de Poisson, respectivamente (ZUUR et al
2009). Todas as analises estatisticas foram realizadas no programa R 2.10.1 (R
DEVELOPMENT CORE TEAM 2009). O pacote vegan (OKSANEN 2009) foi utilizado

para as PRCs. O nivel de significancia utilizado nos testes de hipoteses foi de 5%.

RESULTADOS
Avaliagdo da volatilizagdo de (E)-2-hexenal nos septos de borracha (pré-campo)

A taxa de liberagao de (E)-2-hexenal variou significativamente com o tipo de vedagao
e com o tempo, mas ndo houve interagdo entre o tipo de vedagao e o tempo (tipo de vedagao:
F3360=39,15; p<0,01; tempo: F4360=4,24; p<0,01; interacao: F2360=0,87; p=0.57).

A taxa de liberacao de (E)-2-hexenal foi semelhante entre os septos de borracha livres
e vedados com parafilm ou PVC, com volatiliza¢ao de praticamente todo o composto entre o
primeiro e o segundo dia, e estabilizagdo da curva apos esse periodo (Fig. 8). Os septos de
borracha embalados com parafilm retiveram o composto durante um tempo maior, quando
comparados aos outros tratamentos em septos de borracha. Isso pode ser percebido pela
inclinacao inicial da curva entre o primeiro e o segundo dia, com tendéncia de constancia na
volatilizagdo a partir do terceiro dia. A volatilizagdo do composto nos tubos de PVC com
tampa se diferenciou dos demais tratamentos, mostrando uma menor taxa de liberagao,
principalmente nos dois primeiros dias de observagao (Fig. 8), sem liberagdo completa do

volatil durante o tempo amostrado e estabilizagcdo das taxas de liberacao posterior, em
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comparagao aos septos de borracha.

Septos de borracha embalados com parafilm foram a op¢do mais apropriada para
manter o composto em campo pelo tempo em que as armadilhas estiveram ativadas (= trés
dias), com taxa de volatilizagdo maxima entre o primeiro e o segundo dia, € um restante ainda
no terceiro dia. Apesar dos tubos de PVC manterem o composto ativo por um tempo maior,
nao foram apropriados para uso em campo no presente trabalho, pois a sua vedagao (tampa)
impede uma maior volatilizacdo o que pode diminuir notoriamente a dose efetiva de (E)-2-

hexenal aplicado em campo.

Figura 8. Proporcao de volatilizagdo ao longo do tempo (dia) de (£)-2-hexenal 50 mg em
septos de borracha livres ou protegidos por membrana de parafilm, sacos de PVC ou tubos de
PVC com tampa, mantidos em estufa a 31 + 1°C.
Experimento em parcelas de maior escala

As curvas de respostas principais (PRCs) indicaram auséncia de efeito do tratamento
com (£)-2-hexenal em relagdo ao controle, na variagdao temporal da abundancia de Scelionidae
(MAL: Fi554=1,39; p=0,10, RDA1=2,5%; CPAC: F1645=0,94; p=0,57, RDA1=1,5%; CAR:

Fi645=1,03; p=0,44, RDA1=1,1%), ou na variagdo temporal da abundancia de Scelionidae em
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conjunto com parasitoides de outras familias (MAL: Fg54=0,47; p=0,98, RDA1=3,7%; CPAC:
Fi645=0,85; p=0,70, RDA1=7,1%; CAR: Fi645=0,83; p=0,72, RDA1=3,1%) amostrados com as

armadilhas adesivas (Fig. 9).
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Figura 9. Curvas de Respostas Principais da variagdo temporal na abundancia de parasitdides adultos em fungdo dos tratamentos com (E)-2-
hexenal (hl= 4 mg, h2= 10 mg) na unidade experimental MAL-Fazenda Malunga, CPAC e CAR-Fazenda Seu Carlos. Acima: somente
Scelionidae (7Trissolcus spp. € Telenomus spp.); abaixo: Scelionidae em conjunto com outros parasitoides.
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Entre as trés unidades experimentais de grande escala houve efeito dos tratamentos com
(E)-2-hexenal sobre o nimero de parasitoides Scelionidae capturados com armadilhas adesivas
(Fig. 10) em uma das areas (MAL: F5,7=0,10; p=0,91; CPAC: F>24=4,47; p=0,02; CAR:
F>24=2,74; p=0,08), o efeito do tempo ndo foi significativo apenas para a unidade de cultivo
organico (MAL: F327=1,46; p=0,22; CPAC: F7,4=7,03; p<0,01; CAR: F7,4=5,78; p<0,01) e
houve efeito da interacdo entre tratamento e tempo apenas na unidade de cultivo convencional
(MAL: Fi627=0,34; p=1,00; CPAC: F1424=1,34; p=0,27; CAR: F1424=3,81; p<0,01).

Em todas as trés unidades experimentais de maior escala ndo houve efeito dos
tratamentos com (£)-2-hexenal sobre o numero de percevejos registrados por pano de batida
(Fig. 11) (MAL: F»27=0,31; p=0,74; CPAC: F»24=0,20; p=0,82; CAR: F»,4=0,92; p=0,41), 0
efeito do tempo foi significativo apenas para a unidade de cultivo organico (MAL: Fs,7=3,45;
p=0,007; CPAC: F7,4=0,45; p=0,84; CAR: F7,4=1,19; p=0,34) e ndo houve efeito da interacao
entre tratamento e tempo (MAL: F627=1,90; p=0,07; CPAC: F1424=1,75; p=0,11; CAR:
F1424=0,65; p=0,80). Nas trés areas experimentais, a espécie de percevejo mais abundante foi
Euschistus heros (Fig. 12).

Na area MAL, CPAC e CAR dentre as 243, 216 e 216 cartelas de ovos sentinela
dispostas no campo, 44 (18%), 69 (32%) e 49 (23%) sofreram perda de ovos devido a agdo da
chuva, predacao dos ovos (e.g., formigas, besouros e percevejos) ou mastigagao da cartela junto
ao filo (e.g., ortopteros), e ndo foram consideradas na analise. Os ovos sentinela recuperados
foram parasitados exclusivamente por Telenomus podisi. Nao houve influéncia da aplicacao de
(E)-2-hexenal em ambas as concentragdes sobre a ocorréncia de parasitismo (MAL: X2[1]=0,06;
p=0,80 ; CPAC: X2[1]=3,82; p=0,051, ; CAR: X2[1]=2,45; p=0,12) ou sobre a intensidade de
parasitismo (MAL: F;¢=0,46; p=0,65 ; CPAC: F»6=1,10; p=0,39, ; CAR: F,=0,79; p=0,49)

nas areas.
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Figura 10. Variacdo temporal do numero médio (+EP) de Scelionidae capturados
semanalmente com armadilha adesiva amarela em cultura de soja, de acordo com o tipo de
tratamento (H1- linha tracejada: 4 mg de (E£)-2-hexenal, H2- linha continua: 10 mg de (E)-2-
hexenal, controle - linha pontilhada: n-pentano), na unidade experimental CAR-Fazenda Seu
Carlos, CPAC e MAL-Fazenda Malunga.
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Figura 11. Variacao temporal do nimero médio (=EP) de Pentatomidae registrados por semana
com pano de batida em cultura de soja, de acordo com o tipo de tratamento (HI1- linha
tracejada: 4 mg de (E)-2-hexenal, H2- linha continua: 10 mg de (£)-2-hexenal, controle - linha
pontilhada: n-pentano), na unidade experimental CAR-Fazenda Seu Carlos, CPAC e MAL-
Fazenda Malunga.
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Figura 12. Abundancia total de Pentatomidae registrados com o pano de batida ao longo de =
nove semanas em cultura de soja, de acordo com o sexo e estdgio de desenvolvimento, na
unidade experimental CAR-Fazenda Seu Carlos, CPAC e MAL-Fazenda Malunga. Legenda:
E.h.= Euschistus heros, P.g.= Piezodorus guildinii, C.i.= Chinavia impicticornis, C.u.=
Chinavia ubica, E.m.= Edessa meditabunda, D.m.= Dichelops melacanthus, P.a.= Proxys
albopunctulatus, T.p.= Thyanta perditor, N.v.= Nezara viridula.
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Experimento em parcelas de menor escala

As curvas de respostas principais (PRCs) indicaram auséncia de efeito do tratamento
com (£)-2-hexenal na variacdo temporal da abundancia de Scelionidae combinados com
parasitoides de outras familias presentes nas gaiolas (F723=0,88; p=0,62, RDA1=1%),
amostrados com armadilhas adesivas (Fig. 13). Os parasitoides mais frequentes nas gaiolas
foram os scelionideos, em detrimento de parasitdides de outras familias que mostraram

coeficientes de pouco peso.

Figura 13. Curva de Respostas Principais da variagdo temporal da abundancia de parasitoides
adultos entre tratamento (5 mg de (£)-2-hexenal) em fun¢do de controle (n-pentano), na
unidade experimental de menor escala (Scelionidae e outros parasitoides).

Nao houve efeito do tratamento com (£)-2-hexenal sobre o nimero de parasitdides
Scelionidae capturados com armadilha adesiva (Fig. 14) (F1,14=0,68; p=0,61), o efeito do tempo
foi significativo (F,14=3,39; p=0,03) e ndo houve efeito da interacao entre tratamento e tempo

(F6,14=0,37; p=0,89). Nao houve efeito do tratamento com (£)-2-hexenal sobre o numero de

percevejos registrados por pano de batida (Fig. 15) (F1,14=4,17; p=0,06), o efeito do tempo foi
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significativo (Fs 14=4,13; p=0,01) e ndo houve efeito da interacdo entre tratamento e tempo
(F6,14=0,96; p=0,48).

Dentre as 126 cartelas de ovos sentinela dispostas no campo, 53 (42%), sofreram
perda de ovos devido a acao da chuva, predacao dos ovos (e.g., formigas, besouros e
percevejos) e predagdo da cartela junto ao filo (e.g., ortopteros), portanto, nao foram
consideradas na andlise. Os ovos sentinela recuperados foram parasitados principalmente por
Telenomus podisi e, esporadicamente, por Trissolcus teretis. Nao houve influéncia da
aplicacdo de (E)-2-hexenal sobre a ocorréncia (X2[1]=3,82; p=0,051) ou intensidade de

parasitismo (F 4=3,08; p=0,15) nas gaiolas.

Figura 14. Variagdo temporal do numero médio (£EP) de Scelionidae capturados com
armadilha adesiva amarela em cultura de soja, de acordo com o tratamento (tratamento - 5 mg
de (£)-2-hexenal, controle - linha pontilhada: n-pentano), no experimento de menor escala com
infestagao inicial de percevejos controlada.
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Figura 15. Variacao temporal do nimero médio (=EP) de Pentatomidae registrados por semana
com pano de batida em cultura de soja, de acordo com o tratamento (tratamento - 5 mg de (E)-
2-hexenal, controle - linha pontilhada: n-pentano), no experimento de menor escala com
infestagao inicial de percevejos controlada.
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DIScUSSAO

A auséncia de efeito dos tratamentos com (£)-2-hexenal sobre a trajetoria temporal da
comunidade de parasitéides em relagdo ao controle, mostrada nas PRCs dos experimentos em
ambas as escalas (Figs. 9 e 13), indica a falta de padrao na varia¢do da abundancia desses
insetos ao longo do tempo, tanto para scelionideos, quanto para esses em conjunto com outros
parasitdides amostrados. Isso aparentemente resultou do longo periodo de amostragem, onde
houve variagdes muito amplas da abundancia de parasitdides em cada tratamento e data de
amostragem. As respostas das populacdes de parasitoides podem estar refletindo uma
variacdo combinada da demografia e do recrutamento ao longo do tempo. Estudo prévio
sobre a influéncia que (E)-2-hexenal exerce nos indices de parasitismo de ovos de percevejos,
com amostragens conduzidas somente durante a primeira semana apos a aplicagcdo do
composto, no estagio de florescimento da soja (R2), mostrou que os parasitdides preferem
areas tratadas, no entanto a variavel tempo ndo foi considerada (PERES 2004). Dentre os
parasitdides amostrados, os do género Telenomus tiveram sempre maior influéncia sobre os
escores da ordenagao.

Considerando apenas a abundancia dos parasitoides Scelionidae, o efeito cairomonal
de (E)-2-hexenal foi constatado na area CPAC (Fig. 10), que possui um historico antigo como
area de cultivo e ndo recebeu aplicacao de agrotoxicos durante a condugao do experimento.
Percebe-se um incremento na abundancia de parasitoéides adultos em parcelas tratadas,
principalmente para a menor dosagem do composto aplicado, e essa ¢ a tendéncia observada
nos graficos, apesar da auséncia de diferenca significativa entre as parcelas controle e
tratamento nas areas MAL e CAR (Fig. 10). De maneira geral, o efeito cairomonal foi mais
evidente nos estagios finais da cultura, que representam o inicio do enchimento dos graos
(R5) até a maturidade fisioldgica (R7), ponto em que os graos se desligam da planta mae e

iniciam o processo de perda de agua (EMBRAPA 2008). Esses estagios sao os mais
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propensos ao ataque de percevejos (Fig. 11) e coincidem também com as maiores densidades
de sua populagdo, devido a disponibilidade do recurso preferencial (graos de soja)
compartilhado por essa guilda de insetos. Como consequéncia, a abundancia de scelionideos
parasitéides de ovos de percevejos também aumenta nesse periodo (CORREA-FERREIRA e
MOSCARDI 1996). Durante essa etapa de desenvolvimento da cultura, o aumento na
densidade de parasitoides atraidos pelos tratamentos com (£)-2-hexenal resulta em aumento
na probabilidade de parasitismo em ovos e pode acarretar em controle da natalidade de
percevejos.

O percevejo Euschistus heros ocorre em maiores densidades nas areas de cultivo de
soja do Distrito Federal (PIRES et al 2006) e isso também foi evidenciado no presente
trabalho (Fig. 12). O parasitoide Telenomus podisi utiliza o feromdnio sexual e outros
semioquimicos de seu hospedeiro preferencial, Euschistus heros, como pista para localizacao
dos ovos (SUJII et al 2002, LAUMANN et al 2009). A presenga quase exclusiva de
Telenomus podisi como representante dos Scelionidae tanto nas armadilhas adesivas, quanto
nos ovos parasitados recuperados, pode ser mais uma evidéncia da relagdo de preferéncia
desse parasitdide por seu hospedeiro.

Um ajuste da dose ideal do cairomdnio (£)-2-hexenal, além de um mecanismo mais
adequado de liberagao do composto precisa ser investigado com maior clareza em
experimentos que levem em consideracao as diferengas nas condi¢cdes do ambiente
(temperatura, umidade relativa do ar, precipitagdo) como também o raio de a¢ao do volatil.

A auséncia de diferenca na ocorréncia e intensidade de parasitismo entre tratamento e
controle, em contraposi¢ao ao aumento da densidade de scelionideos em areas tratadas, pode
estar associada a dificuldade do parasitdide na localizagdo dos ovos. Os volateis de folhas
verdes sdo pistas de estimulo olfativo em longas distancias (VINSON 1998). Volateis

especificos dos ovos possivelmente sao responsaveis pela orientagdo do parasitoide até o
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hospedeiro para a efetivacao do parasitismo (FATOUROS et al 2008); trabalhos posteriores
em campo com a aplicacao de (£)-2-hexenal em conjunto com semioquimicos de ovos de
percevejos podem ser realizados para compreender melhor esse resultado e talvez aumentar
os indices de parasitismo.

A perda de ovos de cartelas de ovos sentinela foi elevada devido as chuvas, predagao
e principalmente a mastigacao das cartelas de papel por ortopteros. Sugere-se a troca de
cartolina de papel e do filé por material equivalente confeccionado em pléstico ou nylon, ou a
cobertura total da cartela de ovos sentinela em sacos de nylon para experimentos posteriores.
Abrigos anti-umidade confeccionados ndo apenas dos fundos de garrafas PET, mas mais
compridos, constituido também do corpo da garrafa, podem potencializar a protecao das
cartelas contra a chuva em estudos posteriores. Outras variaveis como temperatura €
precipitacdo devem ser consideradas, pois potencialmente afetam os resultados de
experimentos em campo quando comparados a experimentos em laboratorio, por ndo serem
passiveis de controle.

A concentragdo ligeiramente maior (5 mg) usada nas gaiolas nao gerou efeito de
atracdo sobre os parasitoides (Fig. 14). Por se tratar de um composto volatil, € possivel que as
gaiolas ndo tenham sido distribuidas a uma distancia suficiente entre elas, de forma que o
tratamento aplicado em uma parcela nao exercesse influéncia sobre as demais. As dosagens
mais eficientes de (£)-2-hexenal precisam ser estabelecidas para melhorar seu efeito nas
populagdes de parasitdides em campo. Como a dosagem mais baixa (4 mg) se mostrou mais
eficiente na atragdo de parasitdides, € possivel que concentragdes de (£)-2-hexenal menores
sejam melhores, e as dosagens mais altas tenham algum efeito de repeléncia, habituagdo, ou
confundimento sobre os parasitéides de ovos. Para experimentos posteriores, ¢ necessario
testar se concentracdoes menores que 4 mg podem ser mais efetivas na atragao de parasitoides

e verificar o raio de a¢ao do volatil.
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Os resultados obtidos sugerem que o (E£)-2-hexenal exerceu, de maneira geral,
influéncia sobre os parasitdides de ovos atraindo-os para areas tratadas e isso ¢ equivalente ao
relatado na literatura (PERES 2004, LAUMANN et al 2009), no entanto, ndo houve aumento

do parasitismo em ovos e a populacao de hospedeiros nao diferiu entre as areas.
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CAPITULO 2

ACAO DO FITORMONIO CIS-JASMONE SOBRE PARASITOIDES DE OVOS
(HYMENOPTERA: SCELIONIDAE) E SUA APLICABILIDADE NO
CONTROLE BIOLOGICO DE PERCEVEJOS-PRAGA (HETEROPTERA:
PENTATOMIDAE) DA SOJA
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RESUMO

O comportamento de forrageamento de parasitdides pode ser influenciado por
compostos organicos volateis (VOCs) liberados pelas plantas. A soja, Glycine max
(Fabaceae), quando danificada pela herbivoria de percevejos (Hemiptera: Pentatomidae),
emite uma mistura de VOCs de defesa que atrai, em condicdes de laboratério, os parasitdides
de ovos de percevejos, Telenomus podisi (Hymenoptera: Scelionidae) para a planta. O
metabolito secundario cis-jasmone possui acdo hormonal em diferentes plantas, ativando as
vias metabolicas que produzem VOCs. Estudos em laboratorio demonstraram para o sistema
tri-trofico soja-percevejo-parasitoide de ovos, que os danos por herbivoria ou aplicacdes de
cis-jasmone induzem respostas semelhantes no perfil de volateis liberados pelas plantas, € a
mistura liberada possui poder de atragdo sobre os parasitoides de ovos de percevejos da
familia Scelionidae. No presente trabalho, foi testado em condi¢des de campo o efeito de
volateis de planta induzidos pela aplicacdo de cis-jasmone sobre a comunidade de
parasitéides, especificamente em parasitdides de ovos de percevejos da familia Scelionidae.
Em duas 4reas de cultivo de soja foram dispostas ao acaso parcelas de 2 m?, com plantas
induzidas por cis-jasmone (tratamento, n=5) ou nao induzidas (controle, n=5). Os
parasitoides foram amostrados semanalmente com armadilhas adesivas amarelas
(n=3/parcela) e os indices de parasitismo monitorados através de ovos sentinela de Euschistus
heros (n=150/parcela). As populagdes de percevejos foram monitoradas pela contagem
semanal do total de insetos em cada parcela amostrados com pano de batida. As analises
estatisticas incluiram PRC, GLM, Xz, e ANOVA de medidas repetidas. A estrutura da
comunidade em termos de riqueza foi similar, em geral, entre parcelas tratamento e controle e
a equidade foi maior em parcelas tratadas. O numero total de Scelionidae, principalmente
Telenomus spp. € Trissolcus spp. foi significativamente maior em parcelas tratadas. Nao
houve diferenca significativa na ocorréncia e intensidade de parasitismo € no numero de
percevejos encontrados nas parcelas. A indugao da liberacao de VOCs em soja pode ser
usada para atrair parasitoides scelionideos e incrementar o controle bioldgico através do
aumento da probabilidade de encontro de ovos devido ao aumento da densidade de

parasitoides em areas tratadas.
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ABSTRACT

The foraging behavior of parasitoids may be influenced by volatile organic compounds
(VOCs) released by plants. The soybean, Glycine max (Fabaceae), when damaged by stink
bugs herbivory (Hemiptera: Pentatomidae), emits a mixture of VOCs that attract, in
laboratory conditions, the egg parasitoids of stink bugs, Telenomus podisi (Hymenoptera:
Scelionidae) to the plant. The secondary metabolite cis-jasmone has hormonal actions in
different plants, activating the metabolic pathway that produces VOCs. Laboratory studies
have shown for the tri-trophic system soybean-stink bug-egg parasitoids, that the damage by
herbivory or application of phytohormone induce similar responses in the profile of volatiles
released by plants, and the mixture has effects of attraction to stink bug’s egg parasitoids of
the family Scelionidae. In this work, was tested in field conditions the effect of induced plant
volatiles on parasitoid community, specifically in egg parasitoids of stink bugs of the family
Scelionidae. In two soybean crop areas, plots of 2 m” were distributed randomly, with plants
induced by cis-jasmone (treatment, n = 5) or not induced (control, n = 5) and in the field. The
parasitoids were sampled weekly using yellow sticky traps (n = 3/plot) and parasitism
monitored through sentinel eggs of Euschistus heros (n = 150/plot). The populations of stink
bugs were monitored weekly by counting the total number of insects in each plot sampled
with shake-cloth. Statistical analysis included PRC, GLM, ¥, and repeated measures
ANOVA. The community structure in terms of richness was similar in general between
treatment and control plots and equity was higher in treated plots. The total number of
Scelionidae, mainly Telenomus spp. and Trissolcus spp. was significantly higher in treated
plots. No significant difference in the occurrence and intensity of parasitism and in the
number of stink bugs were found between plots. The induction of the release of VOCs in
soybean can be used to attract Scelionidae parasitoids and enhance biological control by

increasing the chances of finding egg by increasing the parasitoid's density in treated areas.
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INTRODUCAO

Os volateis induzidos por herbivoria, conhecidos por mediar interagdes ecologicas
entre plantas e insetos, sdo semioquimicos de defesa das plantas, sintetizados no tecido
vegetal e emitidos como uma mistura de compostos em resposta ao ataque e oviposicao de
herbivoros (DUDAREVA et al 2006, HILKER e MEINERS 2006). Além de repelir os
insetos herbivoros, os compostos volateis t€m efeito indireto sobre os inimigos naturais
desses insetos, pois fornecem informacgdes para a localizagdo dos hospedeiros e presas,
protegendo a planta de ataques subsequentes (VET e DICKE 1992, DUDAREVA et al 2006).

No decorrer do tempo evolutivo, as plantas desenvolveram inimeros mecanismos de
resposta contra condi¢des desfavoraveis, entre eles a liberacao de um grande niamero de
metabolitos secundarios de defesa contra herbivoros e patdgenos, que tém potencial para
recrutar o terceiro nivel tréfico. O 4cido jasmonico, um hormonio vegetal que desencadeia
mecanismos de defesa e regula o processo de liberagao de volateis induzidos pela herbivoria,
quando aplicado sobre as folhas, provoca a emissdo de volateis atraentes aos parasitoides (DE
MORAES et al 2000, HEIL 2004, PICKETT et al 2007). Alguns estudos mostraram que a
aplicacdo do metabdlito secundario cis-jasmone, derivado da rota de indu¢ao do &cido
jasmonico (octanodecanoide) em plantas (BIRKETT et al 2000), gera resposta de reducao na
populacdo de pulgdes-praga em cultura de trigo (BRUCE et al 2003) e também tem sido
relatado, em estudos de laboratério, como indutor de respostas de defesa quimica em soja
semelhantes aquelas de injurias causadas por percevejos, que resultam em atracao do
parasitdide de ovos Telenomus podisi (MORAES 2009).

A resposta de repeléncia do herbivoro e de atragdo do inimigo natural depende
fortemente do nivel de indugdo da liberacdo de volateis nas plantas e da habilidade dos
insetos em discriminar os diferentes odores liberados (DUDAREVA et al 2006, HEIL 2008).

A composicao quimica dos volateis emitidos por plantas pode variar quantitativa e
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qualitativamente, em funcao do estadgio de desenvolvimento da planta e da espécie de
herbivoro (TAKABAIASHI et al 1995, DE MORAES et al 1998), da variedade da planta
(TAKABAIASHI et al 1991, HEIL 2008) e até do tipo de dano alimentar causado nos tecidos
da planta ou pela oviposi¢ao (HILKER e MEINERS 2006, HEIL 2008).

A cultura da soja ¢ atacada por varios herbivoros e os percevejos (Hemiptera:
Pentatomidae) estdo entre os mais prejudiciais (PANIZZI 1997). O controle biologico desses
herbivoros por parasitdides de ovos € uma alternativa que reduz o uso de inseticidas
sintéticos e contribui para a preservagao dos recursos naturais, sendo uma importante
ferramenta para a agricultura sustentdvel (CORREA-FERREIRA e MOSCARDI 1996).
Dessa forma, a inducao da liberacao de volateis de defesa em plantas de soja pode ser
utilizada para atrair parasitoides que ocorrem naturalmente ou que sao liberados em massa
para o manejo nas areas de soja. No entanto, estudos aplicados se fazem necessarios para
compreender como esses volateis atuam sobre a abundancia e distribuicdo de inimigos
naturais. A obtencao desses conhecimentos serd til para estabelecer bases cientificas para o
manejo de populacdes de insetos parasitdides.

No presente estudo, foram avaliados, em condigdes de campo, os efeitos da aplicacao
do indutor de defesas cis-jasmone em plantas de soja sobre a distribui¢do, abundéncia e
estruturacao da comunidade de parasitodides e, especificamente, sobre Scelionidae
parasitdides de ovos de percevejos. Também foram avaliados os efeitos dessa aplicagdo nas
relagdes entre hospedeiro (Pentatomidae) e parasitoides (Scelionidae). Espera-se que ocorra
aumento na densidade de parasitoides Scelionidae em parcelas tratadas e, consequentemente,
que o parasitismo de ovos de percevejos seja maior nessas parcelas, controlando o nivel de
percevejos hospedeiros devido ao efeito de atracao de parasitoides, agentes de controle

biologico.
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MATERIAL E METODOS
Area de estudo

Para estudar os efeitos de compostos volateis de soja, induzidos por cis-jasmone,
sobre a comunidade de parasitoides e, especificamente sobre Scelionidae parasitoides de ovos
de percevejos, foram realizados experimentos de campo em dez parcelas de cultivo de soja
(BR-16) em cada uma de duas unidades experimentais na Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, Distrito Federal (15°43°50” S e 47°53°59” W). A primeira unidade
experimental, denominada PCB (Fig. 1), ¢ uma area destinada a experimentos, proxima a
culturas de algodao e girassol. A area total na qual as parcelas foram montadas possuia 0,55
ha e nela foi estabelecida uma cultura de soja (MSOY 6101). A segunda unidade
experimental, denominada Vitrine (Fig. 1), ¢ uma area de 0,71 ha que, durante trés meses no
ano, ¢ destinada a mostra de plantas cultivadas para a difusdo do conhecimento ao publico.
No restante do ano, € plantada crotalaria ou outras culturas de cobertura, para melhorar a
fertilidade do solo. Nas parcelas de ambas as areas, foi plantada soja BR-16 entre novembro
de 2008 e margo de 2009. Nao foi realizada nenhuma aplicacdo de agrotoxicos e, antes do
plantio, o solo foi corrigido com aplicacao de calcario e adubagdo. Antes do plantio, as
sementes foram inoculadas com bactéria fixadora de nitrogénio (Bradyrhizobium sp.) a razao

de 1 kg de inoculante turfoso para 50 kg de sementes.

Desenho experimental

Em cada érea, os experimentos foram conduzidos no inicio da fase reprodutiva das
plantas em dez parcelas de 2 m* de soja, distribuidas aleatoriamente no campo, sendo cinco
parcelas (tratamento) com plantas induzidas por cis-jasmone, manualmente pulverizadas com
6 ml de uma solugao de 250 mg de cis-jasmone (TCI Japan) e 100 mg de dispersante Tween

20 diluidos em 1 1 de 4gua, e cinco parcelas (controle) com plantas nao induzidas,
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pulverizadas apenas com 6 ml de uma solugdo de 0,1 g de dispersante Tween 20 diluido em 1
1 de 4gua. A pulverizacao foi feita no inicio do estagio reprodutivo, quando a cultura ¢
colonizada por percevejos (PANIZZI 1997). As parcelas foram mantidas até o final do ciclo
da soja (maturidade fisioldgica), quando ocorre migracao dos percevejos para areas de

reflgio ou areas com hospedeiros alternativos.
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Figura 1. Localiza¢do das parcelas (em vermelho) do experimento com cis-jasmone nas
areas PCB (acima) e Vitrine (abaixo), Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia -
Brasilia.
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Amostragem de parasitoides de ovos e percevejos-praga

Parasitoides de ovos de percevejos foram amostrados através de armadilhas adesivas
Biotrap™ (BioControle Métodos de Controle de Pragas Ltda.) de 15,0 x 12,5 cm, colocadas a
= 1 m de altura em relagdo ao solo apoiadas em estacas de madeira e presas por arame. As
armadilhas foram distribuidas em trés pontos dispostos ao longo de uma das diagonais de
cada parcela, sendo um no centro € um em cada extremidade (Fig 2). A superficie adesiva foi
exposta no campo e se manteve em atividade por um periodo de trés dias, apos o qual as
armadilhas foram removidas, envolvidas em filme de PVC e armazenadas em geladeira para
posterior identificagdo dos insetos. A substituicao foi realizada quatro dias ap6s a remocgao e
ocorreu semanalmente, até o fim do ciclo da cultura. Os parasitoides da familia Scelionidae
foram identificados até o menor nivel taxondmico possivel, seguindo a chave dicotémica
desenvolvida pela Dra. Marta Loiacono (Museu de Ciéncias Naturais, La Plata, Argentina) e
quantificados; outros parasitoides capturados foram identificados seguindo Gauld e Bolton
(1988) e Goulet e Huber (1993).

A ocorréncia (auséncia ou presenca) ¢ a intensidade (n° ovos parasitados/ n° ovos
remanescentes nas cartelas) de parasitismo foram registradas semanalmente em cada parcela
pela distribuicao aleatéria de trés pedagos de 3 cm x 3 cm de cartolina, contendo 50 ovos
sentinela colados com goma ardbica. Os ovos do percevejo marrom, Euschistus heros, o mais
abundante em culturas de soja do Distrito Federal, provenientes de uma colonia mantida na
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, foram cobertos com fild, para evitar a
predacao (Fig. 2). O fil6, com malha de espessura milimétrica (= 2 mm), permitia a livre
passagem dos parasitoides e dificultava o acesso aos ovos por predadores (e.g., percevejos,
formigas e besouros). Os ovos foram expostos no campo por trés dias e depois transportados
ao laboratorio, acondicionados em potes de plastico com tampa, € mantidos em sala

climatizada. O parasitismo foi constatado pela emergéncia de parasitdides ou pela dissecgao



55

dos ovos e observacao da presenc¢a de pupas e estagios imaturos, quando os parasitdides nao
completavam seu desenvolvimento (Fig. 2). Os ovos parasitados foram quantificados e os
parasitdides adultos que emergiram foram identificados.

Para estimar a densidade de percevejos, cada parcela foi amostrada semanalmente
com pano de batida (SHEPARD et al 1974) que consistiu em um retangulo de plastico
flexivel de cor branca, medindo 0,70 m x 0,70 m e preso nas laterais a cabos de madeira. O
pano de batida ¢ semelhante ao guarda chuva entomologico e foi utilizado para cobrir o solo
entre as linhas de soja enquanto as plantas eram sacudidas vigorosamente sobre ele (Fig.2).
Em cada parcela, foram efetuadas 4 batidas, suficientes para uma varredura completa, e os
percevejos-praga amostrados foram identificados (espécie e estdgio) no local de coleta e
liberados. A abundancia e riqueza de percevejos foram estimadas para cada semana da

amostragem.
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Figura 2. Esquema da distribui¢do das armadilhas adesivas nas parcelas e métodos de
amostragem de insetos. A - Distribui¢do das armadilhas adesivas diagonalmente, B -
Armadilha adesiva amarela, C - Ovos sentinela, D - Pano de batida, E - Telenomus podisi
parasitando ovos sentinela de Euschistus heros, F - Ovos sentinela de Euschistus heros
parasitados por Telenomus podisi.
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Analises estatisticas

Para testar o efeito do tratamento sobre a comunidade de parasitdides adultos
amostrados com as armadilhas adesivas, foi empregado o método de curvas de respostas
principais (principal response curves — PRC). O principal resultado desse método, que ¢
baseado em uma anélise de redundancia (redundancy analysis — RDA) parcial, ¢ uma curva
representando a trajetéria temporal da composi¢do da comunidade para o tratamento
experimental (LEPS e SMILAUER 2003). Essa curva ¢ complementada por um diagrama
unidimensional mostrando os escores de cada espécie no eixo da RDA correspondente. A
significancia do efeito do tratamento foi determinada através de 999 permutacdes de Monte
Carlo. Foram feitas duas PRCs, uma para os géneros de Scelionidae amostrados e outra para
todas as familias de parasitoides amostradas. Nas analises, foi empregado o logaritmo da
média da abundéncia nas trés armadilhas adesivas, de cada género ou familia, por parcela e
por semana. De um total de 270 armadilhas adesivas instaladas em cada uma das éareas
Vitrine e PCB ao longo do experimento, foram extraviadas cinco e trés armadilhas e
diferentes datas, respectivamente. Para evitar a perda de informagao nas analises que
envolveram esses dados, as observagoes faltantes foram estimadas através do método de
imputacao multipla (TABACHNICK e FIDELL 2001, QUINN e KEOUGH 2002).

Para testar o efeito do tratamento sobre a riqueza e abundancia total dos individuos da
familia Scelionidae e demais familias de parasitoides encontrados nas armadilhas adesivas,
foi utilizado o teste de %°. A significancia dos testes foi determinada através de 1000
simulagdes de Monte Carlo. A riqueza de familias de parasitdides nas parcelas tratamento e
controle foi comparada através de analise de rarefagdo, com base em 1000 aleatorizagdes,
utilizando o médulo Diversidade de Espécies do programa EcoSim (GOTELLI e
ENTSMINGER 2004). A analise de rarefagdo gera uma distribuicao empirica do nimero

esperado de familias em amostras “rarefeitas” de menor abundancia, extraidas aleatoriamente
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da comunidade de maior abundancia. A expectativa e a variancia da riqueza de familias
foram utilizados em testes Z (ZAR 1999) para testar a hipdtese de auséncia de diferenga na
riqueza das duas comunidades.

A diversidade ¢ composta por dois elementos: riqueza, que representa o numero de
taxa em uma comunidade ou amostra, e equidade, uma medida de distribuicdo da abundancia
relativa de diferentes taxa (PEET 1974, OLSZEWSKI 2004). Como indice de equidade foi
empregada a probabilidade de encontros interespecificos (PIE) de Hurlbert (HURLBERT
1971), que ¢ a probabilidade de dois individuos de uma comunidade, amostrados
aleatoriamente, representarem duas espécies (nesse caso, familias) diferentes (GOTELLI e
GRAVES 1996, OLSZEWSKI 2004). Comparagdes pareadas entre a PIE de Hurlbert dos
diferentes tratamentos também foram realizadas utilizando rarefacao, baseadas em 1.000
amostras aleatdrias com o programa EcoSim. Em seguida, foram utilizados testes Z (ZAR
1999) para testar a hipotese de diferenca na equidade das duas comunidades.

O efeito do tratamento sobre a abundancia de Scelionidae amostrados com armadilhas
adesivas foi testado através de analise de varidncia de medidas repetidas (TABACHNICK e
FIDELL 2001). Nessa analise foi empregado o total de parasitéides por tratamento e por
semana.

Para testar o efeito do tratamento com cis-jasmone sobre o nimero de percevejos
amostrados com o pano de batida, foi utilizada uma anélise de varidncia de medidas repetidas
(TABACHNICK e FIDELL 2001). Nessa andlise, foi empregado o total de percevejos por
parcela e por semana. Finalmente, o efeito do tratamento sobre a ocorréncia (auséncia ou
presenca) e a intensidade (n° ovos parasitados/ n° ovos remanescentes nas cartelas) de
parasitismo em ovos sentinela por parcela foi determinado através do modelo linear
generalizado (generalized linear model - GLM), especificando erros com distribui¢do

binomial e de Poisson, respectivamente (ZUUR et al 2009).
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Todas as analises estatisticas foram realizadas com o programa R 2.10.1 (R
DEVELOPMENT CORE TEAM 2009). O pacote vegan (OKSANEN 2009) foi utilizado
para as PRCs e as imputagdes multiplas foram realizadas com o pacote mice (VAN

BUUREN 2009). O nivel de significancia utilizado em todos os testes de hipoteses foi de 5%.

RESULTADOS

As curvas de respostas principais (PRCs) indicaram auséncia de efeito do tratamento
com cis-jasmone na variagao temporal da abundancia das familias de parasitéides adultos
(Vitrine: Fg4=1,02; p=0,44; PCB: F97,=1,10; p=0,30) ou da abundéancia de géneros de
Scelionidae (Vitrine: F564=0,71; p=0,82, RDA1=0,5%; PCB: F97,=1,43; p=0,11,
RDA1=0,9%), amostrados com as armadilhas adesivas (Fig. 3).

As familias mais abundantes de parasitdides em ambas as areas, amostradas com as
armadilhas adesivas, foram, em ordem decrescente, Encyrtidae, Pteromalidae, Mymaridae,
Eulophidae, Eupelmidae, Aphelinidae e Trichogrammatidae (agrupados em Chalcidoidea),
seguidas de outras menos abundantes incluindo Diapriidae, Bethylidae, Ceraphronidae,
Figitidae, Dryinidae, Austrocynipidae, Platygastridae, Proctrupidae, Eucoilidae e Chrysididae
(Fig. 4). Parasitoides das familias Evaniidae e Megaspilidae ocorreram exclusivamente na
area PCB. A andlise de rarefacao indicou que, na area PCB, nao houve diferenca no nimero
de familias de parasitdides registradas em parcelas tratamento e controle
(controle=tratamento: 14; z=0,65; p=0.26). Entretanto, na area Vitrine, o numero de familias
de parasitdides em parcelas controle foi significativamente maior que em parcelas tratadas
(controle: 14; tratamento: 12; z=-3,015; p<0.01). A heterogeneidade e equidade na
distribuicao de familias de parasitéides em tratamento e controle se diferenciou entre parcelas
em ambas as areas (Vitrine: z=9,92, p< 0,001; PCB: z=-4.29, p< 0,001), sendo sempre maior

em parcelas tratadas.
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Nas duas areas de estudo houve um efeito significativo do tratamento, independente
da variagdo temporal, sobre a abundancia total de parasitéides Scelionidae e das demais
familias amostrados com as armadilhas adesivas (Vitrine: x*=28,50, p=0,003; PCB:
v*=43,65, p< 0,001). Para identificar qual grupo de parasitoides mais influenciou esse
resultado, foi feita uma analise dos residuos de Xz. No area PCB, as familias com maiores
residuos foram Ichneumonidae, cuja abundancia nas parcelas submetidas ao tratamento com
cis-jasmone foi menor do que o esperado ao acaso, € Scelionidae, cuja abundancia nas
parcelas submetidas ao tratamento com cis-jasmone foi maior do que o esperado ao acaso. O
efeito do tratamento continuou significativo apos a exclusdo de Ichneumonidae (x*=28,42;
p=0,006) ou de Scelionidae (*=28,03; p=0,005), mas deixou de ser significativo apds a
exclusdo das duas familias (X2=14,26; p=0,36), indicando que, em PCB, a abundancia dessas
duas familias foi a principal diferenga entre as parcelas controle e tratamento. Na area
Vitrine, as familias com maiores residuos foram Scelionidae e Braconidae, cujas abundancias
nas parcelas submetidas ao tratamento com cis-jasmone foram maiores do que o esperado ao
acaso. O efeito do tratamento continuou significativo apos a exclusao de Braconidae
(x*=22,68, p=0,03), mas nio de Scelionidae (x*=12,92, p=0,36), indicando que, na Vitrine, a
abundancia de Scelionidae foi a principal diferenca entre as parcelas controle e tratamento
(Fig. 4).

O efeito do tratamento com cis-jasmone sobre o nimero de Scelionidae registrados
nas armadilhas adesivas foi significativo em ambas as areas (Vitrine: F; 45=9,23; p<0,01;
PCB: F54=10,8; p<0,01) e o efeito do tempo (Vitrine: F743=2,02; p=0,07; PCB: Fs54=2,29;
p=0,03) e da interacdo entre tratamento e tempo (Vitrine: F745=3,07; p<0,01; PCB:
Fs54=1,27; p=0,28) foi significativo em uma das areas (Fig. 5). Em ambas as areas de estudo,
ndo houve efeito do tratamento com cis-jasmone (Vitrine: F 54=0,35; p=0,55; PCB:

F 54=0,46; p=0,50), do tempo (Vitrine: Fgs54=1,05; p=0,41; PCB: F554=0,15; p=0,99) ou da
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interagdo entre tratamento e tempo (Vitrine: Fg 54=0,57; p=0,80; PCB: F54=0,18; p=0,99)
sobre o numero de percevejos registrado com o pano de batida (Fig. 6).

Dentre as 270 cartelas de ovos sentinela dispostas em cada area de estudo, 152 (56%,
Vitrine) e 107 (40%, PCB) sofreram perda de ovos pela agdao da chuva, predagao dos ovos (e.g.,
formigas, besouros e percevejos) ou mastigagao da cartela junto ao filo (e.g., ortopteros), € ndo
foram consideradas na anélise. Os ovos sentinela recuperados da area PCB foram parasitados
exclusivamente por Telenomus podisi; ja na area Vitrine, T. podisi foi o principal parasitoide ,
no entanto, os ovos também foram parasitados por Trissolcus brochymenae ¢ Tr. teretis, além
de um parasitoide eulofidio nao identificado (Fig. 5). Nao houve influéncia da aplicacdo de cis-
jasmone sobre a ocorréncia de parasitismo (Vitrine: X2[1]=0,26; p=0,61 ; PCB: X2[1]=0,16;
p=0,69) ou sobre a intensidade de parasitismo (Vitrine: F 3=0,17; p=0,69 ; PCB: F s=0,98;

p=0,35) em ambas as areas.
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Figura 3. Curvas de Respostas Principais da variagdo temporal na abundancia de parasitoides adultos em fun¢do do tratamento com cis-jasmone
nas areas Vitrine e PCB. Acima: 8 super familias e 1 familia; 9 super familias e 1 familia, respectivamente; abaixo: somente Scelionidae.
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Figura 4. Abundancia de parasitoides adultos capturados em cultura de soja, com armadilhas adesivas durante nove semanas em parcelas
tratamento (cis-jasmone) e controle nas areas PCB e Vitrine. Legenda: Aus=Austrocynipidae, Bet=Bethylidae, Bra=Braconidae,
Cer=Ceraphronidae, Chr=Chrysididae, Dia=Diapriidae, Dry=Dryinidae, Euc=Eucoilidae, Eva=Evaniidae, Fig=Figitidae, Ich=Ichneumonidae,
Meg=Megaspilidae, Pla=Platygastridae, Pro=Proctrupidae , Sce=Scelionidae. * indicam diferencga significativa (p < 0,05).
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Figura 5. Variagdo temporal do numero médio (xEP) de Scelionidae capturados
semanalmente com armadilha adesiva amarela em cultura de soja, de acordo com o tipo de
tratamento (controle - linha pontilhada: tween 20 + 4gua; tratamento - linha continua: cis-
jasmone), nas areas PCB e Vitrine.
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Figura 6. Variagdo temporal do nimero médio (tEP) de Pentatomidae registrados por
semana com pano de batida em cultura de soja, de acordo com o tipo de tratamento (controle
- linha pontilhada: tween 20 + dgua; tratamento - linha continua: cis-jasmone), nas areas PCB
e Vitrine.

DIscussAo

A auséncia de efeito dos tratamentos com cis-jasmone sobre a trajetoria temporal da
comunidade de parasitoides em relagdo ao controle, mostrada nas PRCs (Fig. 3), indica a
falta de padrao na variagao da abundancia desses insetos ao longo do tempo, tanto para
scelionideos, quanto para a comunidade de parasitoides amostrados. Isso aparentemente

resultou do longo periodo de amostragem, onde houve variagdes muito amplas na abundancia
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de parasitdides em cada tratamento. As respostas das populagdes de parasitdides podem estar
refletindo uma variagdo combinada da demografia e do recrutamento ao longo do tempo.
Dentre os parasitoides amostrados, os do género Telenomus tiveram sempre maior influéncia
sobre os escores da ordenacao.

A auséncia de diferenca no numero de familias de parasitdides registradas em parcelas
tratamento e controle na area PCB, junto a pequena variacao no nimero de familias entre
tratamentos na area Vitrine (duas familias a mais no controle) pode estar relacionada a efeitos
seletivos de cis-jasmone sobre os parasitdides de ovos da familia Scelionidae, inimigos
naturais dos percevejos, principal praga da soja. A heterogeneidade das familias de
parasitdides foi maior em parcelas tratadas e isso pode estar associado as diferengas nas
abundancias de familias de parasitdides nessas parcelas (Fig. 4).

Os parasitoides de ovos Scelionidae foram significativamente atraidos para parcelas
tratadas com cis-jasmone. Esse resultado ¢ equivalente ao relatado na literatura para
aplicagoes de cis-jasmone em laboratorio (MORAES 2009), e teve efeito mesmo com a
adicao da complexidade espago temporal nas condi¢gdes de campo. Quanto ao tempo de
duracgdo do efeito de atracao de parasitoides Scelionidae pelos volateis liberados induzidos
por cis-jasmone, aplicado em uma unica dose e apenas no estagio R1 (inicio da floragdo) em
plantas de soja, percebe-se que entre a terceira e a quarta semana o efeito apresentou reducao
(Fig. 5). A auséncia de diferenca na abundancia de percevejos entre parcelas pode estar
associada a reduzida densidade desses insetos nas unidades experimentais (Fig. 6) que nao
tém historico de uso da terra para cultivo de soja. Experimentos que levem em consideragdo
as diferengas nas condi¢des do ambiente (temperatura, umidade relativa do ar, precipitagdo)
devem ser conduzidos posteriormente para verificar o peso dessas varidveis sobre a flutuacao
de parasitéides e percevejos.

A auséncia de diferenca na ocorréncia e intensidade de parasitismo entre tratamento e
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controle, em contraposi¢ao ao aumento da densidade de scelionideos em areas tratadas, pode
estar associada a dificuldade do parasitdide na localizagdao dos ovos. Os volateis de plantas e
de hospedeiros sao pistas de estimulo olfativo em longas distancias (VINSON 1998).

Volateis especificos dos ovos possivelmente sdo responsaveis pelo reconhecimento e
sele¢dao do hospedeiro pelo parasitoide para a efetivagdao do parasitismo (FATOUROS et al
2008). Além desses sinais diretos, os parasitdides da familia Scelionidae localizam o
hospedeiro através de sinais indiretos, como os rastros deixados por pegadas de percevejos
(BORGES et al 2003, COLAZZA et al 2009) e sinais vibratorios de acasalamento de
percevejos (LAUMANN et al 2007) que podem ser utilizados pelas fémeas para localizar
microhébitats onde a probabilidade de encontrar ovos € maior. A identificagdo desses
semioquimicos ou sinais de outra natureza e sua posterior aplicacdo conjunta em campo pode
auxiliar na compreensao desta dindmica e posteriormente no desenvolvimento de produtos a
base destes compostos que tenham uma acao eficiente de recrutamento e incremento dos
indices de parasitismo nas culturas.

A perda de ovos de cartelas de ovos sentinela foi elevada devido as chuvas, predacao
e principalmente a mastigacao das cartelas de papel por ortopteros. Sugere-se a troca de
cartolina de papel e do fil6 por material equivalente confeccionado em pléstico ou nylon, ou a
cobertura total da cartela de ovos sentinela em sacos de nylon para experimentos posteriores.
Abrigos anti-umidade confeccionados nao apenas dos fundos de garrafas PET, mas mais
compridos, constituido também do corpo da garrafa, podem potencializar a protecao das
cartelas contra a chuva em estudos posteriores.

Os resultados sugerem que a aplicagdo do fitormdnio indutor de defesa cis-jasmone
em plantas de soja possui uma agao seletiva na atracao de parasitodides scelionideos, apesar da
auséncia de resposta sobre os indices de parasitismo e a populacao de hospedeiros. A indugao

da liberagao de VOCs em soja pode ser usada para atrair scelionideos parasitoides, e
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incrementar o controle biologico através do aumento da probabilidade de encontro de ovos,

devido ao aumento da densidade parasitdides em areas tratadas.
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