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RESUMO

A comunicacdo planta-planta refere-se ao processo de uma planta sadia “perceber” e aumentar
suas defesas quando uma planta vizinha (intraespecifica ou interespecifica) esta sob estresse
bidtico ou abidtico. Os compostos organicos volateis possuem funcéo relevante nesse processo,
como sinalizadores e mediadores da comunicacdo, em que uma planta que esta sob herbivoria
pode “reconhecer” os COV e também induzir suas defesas, promovendo a comunicagdo planta-
planta. Considerando a hipotese de que os volateis de plantas infestadas por herbivoria sdo
atuantes no mecanismo de comunicacdo entre plantas, promovendo mudangas na emissdo do
buqué de plantas sadias, temos como objetivo verificar se esse mecanismo € ativado pelos COV
de folhas de individuos jovens de Croton floribundus infestadas com Tetranychus urticae. Os
experimentos foram realizados em camaras de teflon, com condic¢des adequadas (com radiacéo
de 422 umol.cm?s™!, umidade relativa de 67,3+ 5,2, e temperatura 27+2 °C). Os tratamentos
consistiram em: 1) caracterizacdo dos volateis emitidos por C. floribundus insfestados por T.
urticae; 2) Comunicagdo quimica, que foi dividido em duas etapas: a) plantas saudaveis em
contato com volateis sintéticos (receptoras VS) e b) plantas saudaveis em contato com volateis
induzidos por T. urticae (receptoras VI). Vinte e sete individuos foram utilizados, sendo 18
expostos ao T. urticae e nove foram mantidos sob ar filtrado sem contato com herbivoria. Os
COV foram coletados ao longo de 27 dias de exposicdo. Para os experimentos de comunicagdo
quimica, 24 individuos foram utilizados para cada tratamento e os volateis foram coletados a
partir do 4° dia até o0 9° de exposicdo. Os volateis amostrados foram dessorvidos em nitrogénio
gasoso por sistema de dessorcdo térmica e analisados em cromatografia gasosa acoplada a
espectrometro de massas (CG-MS). Croton floribundus respondeu a injuria causada por T.
urticae emitindo altas concentragdes de 3-Careno (999 ng.g.MS?h?), a-Farneseno (229
ng.g.MS?*h?) e Metil salicilato (649,04 ng.g.MSth?). Os resultados desse experimento
subsidiaram o preparo dos volateis sintéticos que foram utilizados no tratamento de
comunicacdo quimica. Tanto os volateis sintéticos quanto os volateis induzidos foram capazes
de promover respostas em plantas saudaveis, receptoras VS e VI, produzindo novos volateis
bem como aumentando a taxa de emissdo de volateis constitutivos. As plantas receptoras de
VS produziram mais p Farneseno; ja, as plantas receptoras de VI, o a Farneseno foi induzido.
Alguns compostos foram inibidos pelas plantas VI, como o 3 Hexen-1-ol, e induzido pelas
receptoras de VS. Ambas as receptoras induziram e emitiram TMTT no 5° dia de exposi¢éo (p
< 0,05). Esse composto € relatado na literatura como um mediador relevante no processo de
comunicacdo entre plantas. Os resultados do presente trabalho indicam que individuos sadios
de C. floribundus respondem a volateis sintéticos e a volateis induzidos por T. urticae,
sugerindo que as plantas sadias, quando em contato com o buqué de volateis especificos, ativam
0s sinais quimicos de alerta contra ao ataque de possiveis predadores e dessa forma, €
estabelecido o processo de comunicacdo entre individuos sadios e infestados.

Palavras-chave: Volateis induzidos, Comunicagdo quimica, plantas receptoras, herbivoria,
defesas.



ABSTRACT

Plant-plant communication refers to the process where a healthy plant “realizes” that is
necessary increase its defenses against to a biotic or abiotic stressed neighboring plant
(intraspecific or interspecific). Volatile organic compounds (VOCSs) have a relevant role in
this process, as signaling and mediators of this communication, in which a plant under an
herbivory relation can “recognizes” VOCs and also induce their defenses, promoting plant-
plant communication. Considering the hypothesis that volatiles of infested plants by herbivory
are active the “communication between plants, promoting changes in the emission VOC in
healthy plants, we tested if this mechanism is activated by VOCs of leaves of young Croton
floribundus individuals infested with Tetranychus urticae. The experiments were out in Teflon
chambers, with adequate conditions (with radiation of 422 umol.cm?s™!, relative humidity of
67.3 £ 5.2, and temperature 27 £ 2 ° C). The treatments were of: 1) characterization of the
volatiles emitted C. floribundus infected by T. urticae; 2) Chemical communication, which was
divided into two stages: a) healthy plants in contact with synthetic volatiles (SV receptors) and
b) healthy plants in contact with volatiles induced by T. urticae (IV receptors). Twenty-seven
individuals were used, of which 18 were exposed to T. urticae and nine were kept in the filtered
air without contact with herbivory. VOCs were collected over 27 days of exposure. For the
chemical communication experiments, 24 individuals were used for each treatment and the
volatiles were collected from the 4th-9th days exposed. The volatiles sampled were desorbed
in nitrogen gas by thermal desorption system and analyzed by gas chromatography coupled to
mass spectrometer (CG-MS). Croton floribundus responded to T. urticae injury by emitting
high concentrations of 3-Carene (999 ng.g.MS*h?), a-Farnesene (229 ng.g.MS*h?) and
Methyl Salicylate (649.04 ng.g.MS™h™). These results subsided the preparation of synthetic
volatiles that were used in the evaluetion of chemical communication. Both synthetic and
induced volatiles were able to promote responses in SV receptors and IV receptors, producing
new volatiles as well as increasing the emission rate of constituent volatiles. SV receptor plants
produced an increase of B Farnesene, whereas the 1V plats receptors the a-Farnesene was
induced. Some compounds were inhibited by plants IV, such as 3-hexene- 1-ol, and induced by
the SV receptors. Both recipients induced and delivered TMTT on the 5th day of exposure (p
<0.05). This compound is reported in the literature as a relevant mediator in the process of
communication between plants. The present study indicate that healthy individuals of C.
floribundus respond to volatiles synthetic and volatiles induced by T urticae, suggesting that
healthy plants, when in contact with the bouquet of specific volatiles, activate the chemical
signals of alertness against attack of possible predators and in this way, the process of
communication between healthy and infested individuals is established.

Key words: Induced Volatiles, Chemical communication, Receptor Plants, Herbivory,
Defenses.
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1. Introducéo

A comunicagéo planta-planta refere-se ao processo de uma planta sadia “perceber” e
aumentar suas defesas quando uma planta vizinha (intraespecifica ou interespecifica) esta sob
estresse (Baluska & Vivanco 2009). Embora este fendmeno tenha sido observado pela primeira
vez ha mais de trinta anos, suas descrigdes limitam-se a menos de vinte espécies de clima
temperado ou de interesse econdmico (Heil & Karban 2009).

Certos volateis emitidos por plantas infestadas sdo capazes de promover a comunicagao
entre plantas, induzindo a expressao de genes relacionados a defesa em plantas sadias (Heil &
Ton 2008, Dicke et al. 2009, Pierik et al. 2014). Os volateis de folhas verdes sdo reconhecidos
como sinalizadores potentes nesse processo (Arimura et al. 2009). Por exemplo, quando
individuos sadios de Zea mays (plantas receptoras) foram expostos a volateis induzidos por
herbivoria, a sintese de acido jasménico foi rapidamente induzida com subsequente aumento
das defesas quimicas (Engelberth et al. 2007). Outro exemplo s&o os estudos com plantas sadias
de Populus deltoides que aumentaram suas defesas pela agdo dos volateis liberados por plantas
danificadas (Blande et al. 2007).

Ha evidéncias de que a emissdo de certos volateis é resultado da sintese de novo, que é
um processo que induz emissao de volateis por meio da liberacdo de compostos armazenados,
ou 0 aumento da biossintese de compostos ja existentes como 0s constitutivos ou até mesmo a
biossintese de novos volateis (Pare & Tumlinson 1997, Dudareva 2006). Ainda, todo esse
processo envolve a inducdo da atividade de enzimas e aumento nos niveis de genes transcritos
(Heil & Ton 2008, Pierik et al. 2014). Estima-se que 15-25% dos genes das plantas sé&o

dedicados as rotas do metabolismo secundario vegetal (Taiz & Zeiger 2010).

Dentre os metabdlitos secundarios produzidos pelas plantas, os compostos organicos

volateis, como terpenos, constituem o grupo mais diversificado. Esses compostos participam



de diversas funcbes de defesas quimicas expressas constitutivamente! e que podem ser

induzidas? por estresses (Kost & Heil 2006).

A liberacdo de compostos organicos volateis pode sinalizar para propria planta que ela
estd sendo atacada, ativando mecanismos bioquimicos que a deixam preparada para se defender
contra um possivel ataque, o que constitui um interessante sistema de pré-inducéo de defesa
denominada priming defence (Van Hulten et al. 2006). A inducdo da defesa comeca com
respostas locais ao dano que podem desencadear diversos processos metabolicos na planta,
levando a liberacdo de volateis induziveis (Baldwin et al. 2006, Frost et al. 2007). Esses COV
induziveis se locomovem dentro da planta e desencadeiam um conjunto de defesas que geram
uma resposta sistémica, sinalizando as partes sadias das plantas a presenca do agente agressor
(Van Loon & Van Strien 1999, Durrant & Dong 2004) e promovendo assim a reducdo da

severidade do dano ou até mesmo evitando o dano (Halliwell & Guteridge 1989, Heath 2008).

As plantas possuem a habilidade de notar mudancas bioquimicas que ocorrem quando
estdo sendo atacadas, e quanto mais cedo elas reconhecem, mais rapido sera seu sucesso contra
seu inimigo (Maffei et al. 2007). As respostas sdo desencadeadas por elicitores dos herbivoros,
promovendo uma despolarizacdo do potencial da membrana e um influxo de calcio (Ca?")

(Maffeil et al. 2007).

1 A defesa constitutiva define-se pela expressao continua de resisténcia, independente da presenca ou acdo agentes
bidticos ou abioticos de estresse (Price et al. 1980).

2 A induzida é caracterizada pela expressdo de resisténcia da planta somente apds o estresse, atuando direta ou
indiretamente sobre agente causador (Price et al. 1980).



Associado a este mecanismo, ha producdo de espécies reativas de oxigénio, como o0
anion superoxido (O2) e perdxido de hidrogénio (H202) além do o6xido nitrico (NO), que
possuem fungdes regulatorias de defesa (Halliwell & Guteridge 1989). O dano leva um acimulo
de transcri¢es de uma MAP quinase (proteina-quinases ativadas por mitdgenos) a qual parece
estar envolvida na produgdo do &cido jasmoénico e producdo de volateis induzidos (Pinto-

Zevallos et al. 2013).

Dentre os volateis indutores de defesas, encontram-se o metil salicilato, &cido

jasmonico, cis-3-acetato de hexenila, entre outros (Holopainen & Gerhenzon 2010).

O metil salicilato tem se mostrado bastante importante nas defesas quimicas de espécies
vegetais, esse composto foi induzido em individuos jovens de Croton floribundus Spreng sob
acdo do ozdnio (Cardoso-Gustavson et al. 2014). Foi observado também que esse composto,
quando aplicado em plantas sadias aumenta as defesas quimicas da planta ativando suas
respostas sistémicas (Cardoso-Gustavson et al. 2014), o que poderia indicar um potencial de

acao do metil salicilato no processo de comunicacéo entre plantas.

Porém, ndo ha relatos que esse composto, bem como outros, seja induzido por
herbivoria em plantas de C. floribundus e nem que haja um mecanismo de comunicagédo planta-
planta entre individuos dessa espécie vegetal. Assim, estudos que possam investigar a acao da
herbivoria na inducéo dos volateis em folhas de espécies vegetais nativas, como C. floribundus,
bem como a acdo desses volateis no mecanismo de comunicacdo planta-planta sdo de grande
interesse para area da ecologia de ecossistemas, pois permitem um melhor entendimento da
complexidade intrinseca das interacdes e dos processos reguladores e estruturadores das
comunidades naturais, assim como para sua preservacgdo. Portanto, o presente estudo buscou
avaliar se os volateis induzidos de C. floribundus tem acdo potencial no mecanismo de

comunicacéo entre plantas.



2. Referencial Tedrico

2.1 Compostos organicos Volateis

As plantas sdo muito importantes para a vida no planeta terra, pois sdo produtoras de
oxigénio, sdo a base da cadeia alimentar, e matéria-prima de diversos produtos devido a sua

habilidade de sintetizar substancias quimicas (Pichersky & Gang 2000, Figueiredo et al. 2008).

Essa habilidade de sintetizar metabolitos secundérios foi uma heranca evolutiva,
acredita-se que devido as propriedades dessas substancias as plantas coexistem com insetos ha
mais de 400 milhdes de anos (Hartmann 2007, Firstenberg-Hagg & Bak 2013). Durante esse
periodo, essas interacfes se desenvolveram e influenciam os organismos em todos os niveis
tréficos. Os metabolitos secundarios sdo compostos que atuam diretamente nessas interacdes
ecoldgicas e podem ser classificados entre volateis e ndo volateis (Wink 2003, Furstenberg-

H&gg & Bak. 2013).

Compostos organicos volateis sdo lipofilicos e possuem baixo peso molecular, devido a
essas caracteristicas fisico-quimicas podem atravessar membranas e entrar em contato com a
atmosfera, solo e com diversos organismos (Dudareva 2006). Sdo principalmente representados
por terpendides (homoterpenos, monoterpenos,  sesquiterpenos e  diterpenos),
fenilpropanoides/benzenoides, derivados do acido graxo, aminoacidos, aromaticos, alcanos,
alcenos, alcoois, ésteres, aldeidos e cetonas (Figura 1) (Dudareva et al. 2004, Pichersky et al.

2006, Maffei 2010).
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Figura 1. Exemplos de compostos organicos volateis encontrados em muitas familias
diferentes de plantas (Pichersky et al. 2006; Dudareva et al. 2006; Maffei 2010).

Os compostos organicos volateis constituem cerca de 1% dos metabdlitos secundéarios
vegetais conhecidos (Dudareva et al. 2004) e sdo sintetizados por rotas bioquimicas que
utilizam moléculas provenientes do metabolismo priméario, como Acetil-CoA e piruvato
(Maffei 2010), que por meio de diversas modificaches enzimaticas, como hidroxilagdes,
acetilacGes e metilagdes, ddo origem a alta diversidade de volateis organicos (Dudareva 2005,

Dudareva 2006).

A classe dos terpendides € a maior, mais diversa e sintetizada (Cheng et al. 2007) pelos
precursores DMAPP (pirofosfato de dimetilalilo) e IPP (difosfato de isopentenilo). Esses

precursores sdo provenientes de duas rotas biossintéticas: MEP (Metileritritol fosfato) no
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cloroplasto e MVVA (acido mevaldnico) no citoplasma (Figura 2) (Maffei 2010). E essas rotas
sdo formada por trés moléculas de Acetil-CoA, que culmina na formacao do &cido mevaldnico
e dos seus precursores (Dudareva 2006, Cheng et al. 2007). Os terpenos sintases (TPS)
favorecem a sintese de monoterpenos a partir do geranil difosfato (GDP), sesquiterpenos do
farnesil difosfato (FDP) e diterpenos do geranil geranil difosfato (GGDP) (Pinto-zevallos, et al.
2013). Existe uma comunicagdo entre essas rotas bioquimicas, denominadas cross-talk e, 0s
precursores formam os terpendides em ambas as vias, como por exemplo, 0s homoterpenos que

sdo sintetizados tanto na rota MEP quanto na MVA (Cheng et al. 2007).

As rotas (MVA e MEP) déo origem a unidades de 5 carbonos denominadas isopreno e,
por meio da unido dessas unidades, ocorre a formacdo dos terpenos. Duas unidades dardo
origem aos monoterpenos, trés unidades aos sesquiterpenos e assim sucessivamente (Dudareva

2006, Maffei 2010, Pinto-Zevallos et al. 2013, Theis 2003 e Dudareva et al. 2004).
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Figura 2. Esquema resumido da biossintese de terpendides, adaptado de Cheng (2007) e Maffei
(2010). MPE (rota do metileritritol fosfato), MVVA (rota do 4cido mevalénico), IPP (ipopentenil
difosfato), DMAPP (dimetilalil difosfato), GPP (geranil difosfato), GGPP (garanilgaranil
difosfato), FPP (farnesil disfofato), cross-Talk (termo em inglés utilizado para demonstrar que

as rotas se comunicam).



Os homoterpenos tém representantes fundamentais como os TMTT e DMNT que sdo
induzidos pela herbivoria (Pinto-zevallos, et al. 2013). O sesquiterpeno como B-Farneseno é
percebido por afideos como um feroménio de alerta. Monoterpenos, como o Limoneno, pode

evitar a oviposi¢ao de muitos insetos.

Os chamados volateis de folhas verdes (VFV) formados principalmente por aldeidos e
por alcoois contendo seis carbonos (C6), sdo sintetizados pela rota lipoxigenase (LOX), tendo
também o Acetil-CoA como precursor (Figura 3) (Dudareva 2006, Pinto-Zevallos et al. 2013).
O Acido linoleico é oxidado, resultando na formacdo do &cido 13-hidroperoxi-linolénico
(13HPOT), esse composto da inicio a cascata de reacGes quimicas que formam os volateis de
folhas verdes. Os volateis de folhas verdes podem constituir até 50% da emissao das partes
danificadas de uma planta e sdo rapidamente formados quando ocorre um dano em um tecido
foliar, por exemplo. Por isso, também podem atuam como cicatrizantes dos tecidos (Pinto-
zevallos et al. 2013). Dentre os VFV, o 2 Hexenal e o 3-Hexen,1-ol além de serem muito
importantes nas relagfes ecologicas entre plantas e insetos, atuam na atracdo de predadores

naturais (Dudareva et al. 2013, Dong et al. 2016).
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Figura 3. Esquema resumido da rota lipoxigenase a partir do Acetil-CoA dando origem aos
VFV e Acido jasmonico. Adaptado de Dudareva et al. 2006 e Maffei 2010. 9 ou 13HPOT,

acido 13-hidroperoxi-linolénico.

O composto 13HPOT também é precursor da rota dos octadecandoides que sintetiza o
Acido jasménico (JA). Esse fitohdrmonio é muito importante para as plantas, pois, atua
estimulando a transcricdo de genes de defesa, regulam as respostas e estimulam a formacéo de
novos volateis, o que resulta no aumento da resisténcia das plantas contra insetos e patégenos

(Holopainen 2004, Pinto-Zevallos et al. 2013).

Os fenilpropanoides e benzopropanoides pertencem ao segundo maior grupo de volateis
de plantas e sdo derivados do aminoéacido aromaético fenilalanina (Fe) (Figura 4) que é

sintetizado no plastidio pela rota do &cido chiquimico (Dudareva et al. 2013).
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Figura 4. Esquema resumido da rota biossintética dos compostos fenilpropanoides a partir do
4cido chiquimico, adaptado de Maffei (2010). Fe- Fenilanalina, SA- Acido salicilico, MeSA-

Metil salicilato.

O acido chiquimico da origem ao corismato que é um precursor do composto Indol, esse
composto € muito relevante ecologicamente e é emitido em respostas a danos causados por
herbivoros (Maffei 2010). Essa rota biossintética produz o Metil salicitato (MeSA), um dos
compostos mais importantes para as plantas. Sua biossintese advém da metilacdo do acido
salicilico que é sintetizado por duas vias, uma derivada do benzoato, via cinamato, e a outra por

isocorismato (Maffei 2010, Dudareva et al. 2013, Buchanan et al. 2015).

Metil salicilato é um sinalizador muito importante, atrai uma gama de inimigos naturais,
atua nas repostas contra patdgenos e sdo fundamentais na resisténcia sistémica adquirida que
prepara a planta para futuros ataques, melhorando a resposta ao proprio ataque, ou até mesmo,

evitando-o (Van Loon & Van Strien 1999; Durrant & Dong 2004).



2.2 Importéancia Ecoldgica dos Volateis de plantas

Os volateis participam de varias interacdes ecoldgicas, tanto na parte area quanto na
subterranea (Figura 5). Sdo essenciais para a reproducéo das plantas, pois atraem polinizadores
e dispersores de sementes, garantindo sucesso reprodutivo e evolutivo (Knudsen et al. 1993).

As espécies vegetais tambeém liberam misturas distintas de volateis a partir de 6rgaos
como flores e frutos. Nas flores, eles sdo percebidos por uma vasta gama de insetos que sao
atraidos e orientados para os recursos alimentares dentro do 6rgao. Esses volateis florais sdo
essenciais para permitir que os insetos possam discriminar entre espécies de plantas e até
mesmo entre flores individuais de uma Unica espécie (Knudsen & Gershenzon 2006). Além
disso o buqué do nectéario extrafloral atrai formigas que irdo patrulhar a planta e defendé-la de
possiveis herbivoros (Kost & Heil 2008, Maffei 2010). Sdo também muito relevantes na
protecao das plantas contra estresse bidtico e abiotico.

Os volateis induzidos pela herbivoria funcionam como mensageiros quimicos, sendo
percebidos pelos organismos ao redor, podendo atrair predadores e parasitdides que acarretarao
na predacdo do herbivoro que estd consumindo a planta (Pinto-Zevallos 2013). Por exemplo,
Tetranychus urticae, quando se alimentam do tecido foliar, estimulam respostas nas plantas e
essas emitem monoterpenos e homoterpenos que irdo repelir a herbivoria e atrair os seus
predadores, como o predador Phytoseiulus persimilis (Arimura 2004). Pieris rapae € espécie
de lagarta, que ao consumir certas plantas, induz a formagdo de monoterpenos, sesquiterpenos
e homoterpenos. As emissdes destes volateis sdo atraentes para vespas parasitoides como a
Cotesia rubecula, que irdo ovipositar nessas lagartas (Truong et al. 2014). Ainda, alguns
volateis emitidos pelas raizes podem atrair espécies de nematdides entomopatogénicos, e
algumas interagcdes com bactérias nas raizes podem promover a biossintese de precursores de
sesquiterpenos aumentando mais a concentracao e diversidade de volateis (Maffei 2010).

Além de serem percebidos pelos herbivoros, os volateis mediam as interaces entre

plantas. O Metil salicilato, Metil jasmonato e Volateis de folhas verdes induzem a formacao de
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novos volateis em plantas que ndo sofreram nenhum tipo de dano por herbivoria (Das et al.
2012, Pinto-Zevallos et al. 2013). Essa comunicacdo entre plantas mediada por volateis, é uma
estratégia que proporciona o aumento das respostas de defesa contra a herbivoria, pois a planta

esta preparada para o ataque, antes mesmo que ele ocorra (Das et al. 2012).
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Figura 5. Funcdes ecoldgicas dos compostos organicos volateis. Adaptado de Fineschi &
Loreto (2012).

Os volateis atuam também contra o estresse abi6tico, como o isopreno, protege as folhas
contra o estresse fotoxidativo, por exemplo (Karnosky et al. 2003; Pinto-Zevallos et al. 2013,
Buchanan et al. 2015). As plantas que vivem prdximas a grandes focos de poluicdo como
grandes avenidas e industrias, estdo suscetiveis a exposicdo a poluentes, como o0 0zénio (Oz)
troposférico. Esse gas poluente € um poderoso oxidante que ao penetrar nas folhas pelos os
estdmatos, interage com as células das plantas, interferindo em processos metabdlicos,
fisiolégicos e celulares (Tamogami et al. 2008). Como é um poderoso oxidante, 0 0z6nio eleva
a producdo e acumulo de espécies reativas de oxigénio (ERO) altamente agressivas, induzem
ao dano celular por meio da degradacdo de proteinas, inativacdo de enzimas, alteragcdes nos
genes e nas rotas biosintéticas de metabdlitos importantes (Tonial 2011), alterando o equilibrio
pro/antioxidante (Scandalios 1993) podendo causar a morte celular programada (Shriner &

Karnosky 2003, Holopainen & Gerherzon 2010, Fineschi & Loreto 2012).
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Além do seu efeito oxidante, as ERO sdo também sinalizadoras de rotas do metabolismo
secundario, ativando a producdo de compostos organicos que, muitas vezes, combatem o
excesso de radicais no meio celular (Tamogami et al. 2008). Esses compostos, por serem
volateis, podem reagir com o 0zonio antes que o mesmo entre no meio celular, reduzindo seu
contato com o apoplasto e por consequencia, minimizar a produgdo de ERO e seus efeitos

oxidativos (Loreto & Schnitzler 2010).

Os compostos organicos volateis também podem interagir nos processos quimicos da
atmosfera, por exemplo reagindo com o oz6nio, e formando ozonidas, que sofrem rapida
decomposicdo e geram radicais organicos que mediam a producdo de outras espécies reativas
na atmosfera, incluindo nitrato de peroxiacetila, aldeidos e acidos organicos (Atkinson & Arey
2003, Carter et al. 2005). Eles ainda atuam como precursores do proprio 0zénio e também
atuam na formacéo de aerossol secundario (Holopainen 2004, Calfapietra et al. 2013). Nesse
contexto, a alta reatividade dos COV pode contribuir com mudangas na composicdo da
atmosfera podendo gerar distarbios nas interacfes quimicas e bioldgicas mediadas pelos

volateis de planta (Holopainen 2004, Yuan et al. 2009).

2.3 Estratégias de defesa

Como ja mencionado nos itens anteriores, quando se trata das interacdes troficas, ha
substanciais evidéncias de que plantas atacadas por pragas induzem a formacéo de novos COV
ndo produzidos por plantas sadias (Choh & Takabayashi 2006, Kost & Heill 2006). Esses
volateis, denominados volateis induziveis, sdo também sentidos pelas pragas e inimigos
naturais, atuando como repelentes naturais. Os COV induziveis sdo moveis dentro da planta e
desencadeiam um conjunto de defesas que geram uma resposta sistémica, sinalizando as partes
sadias das plantas a presenca do agente agressor (Van Loon &Van Strien 1999, Durrant & Dong
2004) promovendo assim a reducdo da severidade do dano (Halliwell & Guteridge 1989, Heath

2008, Bolwell & Dauli 2009, Iriti & Faoro 2009).
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As plantas se “defendem” por varios mecanismos que podem ser fisicos (por exemplo,
espinhos e tricomas) ou quimicos (compostos do metabolismo secundario). Algumas destas
defesas estdo sempre presentes na planta e sdo chamadas de constitutivas. J& outras sdo
produzidas somente apds a ativagdo de processos metabdlicos decorrentes do estresse bidtico
e/ou abiotico e sdo chamadas de defesas quimicas induzidas (Karban & Baldwin 2007).

A inducdo da defesa comeca com respostas locais ao dano que podem desencadear
diversos processos metabdlicos na planta, levando a liberagdo dos compostos organicos volateis
induziveis (Baldwin et al. 2006; Frost et al. 2007). Quando a membrana plasmética da folha
tem contato com substancias provenientes de eventos de herbivoria, fluidos de oviposi¢do ou
injuria mecanica em cerca de segundos ocorre uma mudanca no potencial elétrico (Figura 6),
imediatamente seguidos por alteragdes na concentragio citosdlica de Ca®" e formagdo de
perdxido de hidrogénio (H202). O influxo de Ca?* nas interagdes planta-inseto ainda no é claro
(Truong et al. 2014). O acimulo de H20O> induz diversos eventos tardios (minutos ou horas)
como a ativagdo de cascatas quinases e sinalizacdo para a sintese dos fitohdrmonios acido
jasmdnico (JA) e &cido salicilico (SA).

As cascatas quinases regulam respostas e sinalizam as interagc6es entre plantas e insetos
(Furstenberg-Hag & Bak 2013) e sdo dependentes de célcio. Estdo frequentemente envolvidas

na transducdo do sinal de uma variedade de estresses bioticos e abidticos (Drong et al. 2016).
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Figura 6. Eventos de sinalizacdo apds o evento de herbivoria. Adaptado de Drong, (2016) e

Furstenberg-Hag & Bak (2013).

Também estdo envolvidas na transcricdo de genes de biossintese de acido jasmoénico
(JA), écido salicilico (SA) e etileno. Esses genes também podem ser ativados por esses
fitoh6rmonios, principalmente o JA, que pode aumentar a emissdo de volateis induzidos por
herbivoros. Todos esses eventos culminam em uma resposta de defesa denominada resposta
sisttmica adquirida (Van Loon &Van Strien 1999, Durrant & Dong 2004) concomitantemente
ao SAR, ha producdo de antioxidantes, derivado do ciclo ascorbato-glutationa, capazes de
neutralizar o excesso de espécies ativas de oxigénio causadoras do estresse oxidativo (Conklin
2001, Kocsy et al. 2001, Bolweel & Dauli 2009). O peréxido de hidrogénio, etileno e 6xido
nitrico sdo também ativados como respostas defensivas da planta (Klessing et al. 2000; Neilli
et al. 2001, Pinto & Tommasi 2002; Verhage et al. 2010).

A comunicacéo entre plantas, € uma das estratégias mais importantes e notaveis (Heil
& Bueno 2007) pois, o fato de uma planta sadia perceber os volateis induzidos emitidos pela

sua vizinha é uma vantagem muito grande, pois essa planta saudavel ird aumentar suas proprias
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defesas, ird recrutar os predadores naturais e isso vai prepara-la para um futuro evento de
estresse (Frost et al. 2008).

Por exemplo, as defesas quimicas de plantas sadias de Populus deltoides sinalizadas
pelo contetdo total de fendlicos é aumentada pela acdo dos volateis metil jasmonato e o metil
salicilato liberados por plantas danificadas (You et al. 2006). Esses volateis podem alcancar
plantas a longa distancia da fonte emissora e agir nas respostas sistémicas adquiridas dessas
plantas, ativando as rotas de defesas quimicas (Heil & Ton 2008). A comunicacéo entre plantas
também pode interagir na transcricdo de genes de defesa, por exemplo, plantas de Arabidopsis
saudaveis quando tém contato com volateis de folhas verdes induzidos, iniciam a transcricéo
de genes envolvidos nas respostas de defesa (Pinto-Zevallos, et al. 2013). Baldwin, et al. (2006)
verificou que Artemisia Tridentata sofreu menor dano por herbivoria quando estava ao lado de
Nicotiana attenuata sob herbivoria.

Ainda, a comunicacdo entre plantas pode influenciar o comportamento dos herbivoros,
como reportado por Bruin et al. (1992), em que plantas de algoddo saudaveis préximas de
plantas de algodéo infestadas por T. urticae liberaram compostos de defesa que atraiam 0s
predadaros deste herbivoro, o que culminou em reducdo na taxa de oviposicdo desses
herbivoros em plantas de algoddo expostas a volateis a partir de mudas infestadas.

Resumindo, um numero crescente de estudos em laboratério sobre diferentes espécies
de plantas sugerem fortemente que as plantas percebem os sinais volateis. Além disso, 0s
estudos relatados pela literatura revelaram que a exposicdo a compostos organicos volateis
(COV) induzidos por herbivoros resulta em mudancas na abundéncia de fitohérmonios (MeJA
e MeSA), bem como no aumento da producdo de outros metabolitos tais como inibidores de

proteinase, terpenoides ou compostos fenolicos (Baldwin et al. 2006).
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2.4 Estudo dos Volateis em plantas nativas

Os estudos de compostos volateis no Brasil estdo em expansdo e sdo uma importante
perspectiva para o futuro da agricultura e protecdo do meio ambiente, na tentativa de desvendar
as relacdes entre plantas e insetos mediadas pelos volateis, podendo permitir um futuro com
menos agrotoxicos, mais sustentavel e menos agressivo para os ecossistemas. O principal
interesse tem sido em volateis como mediadores da localizacdo de plantas por herbivoros,
sobretudo visando o manejo de pragas agricolas (Moraes et al. 2008, Penéflor et al. 2011).

Porém estudos de volateis com plantas brasileiras sdo escassos (Souza et al. 2002).
Bracho-Nunez e colaboradores (2013) realizaram um estudo na Amazonia e verificaram que
espécies tropicais emitem uma diversidade grande de volateis. Como a espécie Hevea
guianensis que emite 0 composto o Pineno, Hevea brasiliensis que emite uma alta gama de
monoterpenos, como Limoneno, Sabineno, R-Pineno, Camfeno, p-Cimeno, Mirceno, a-Pineno
e a-Felandreno. O autor ndo encontrou sesquiterpenos para essas espécies, e relatou o isopreno
como o0 composto de maior contribuicdo para o buqué emitido pela floresta, seguido de
monoterpenos e metanol.

Outros estudos com plantas nativas mostraram que Croton lundianus e Croton
glandulosus emitem grandes quantidades de monoterpenos como Linalol e Bourboreno, e
sesquiterpenos como (E)-Nerolidol, Cariofileno e Humuleno (Neto et al. 1994) De Araujo-
Neves & Da Camara (2012), verificaram que os sesquiterpenos Humuleno e Aromadendreno
sdo0 0s mais abundantes na composicao de 6leos do género Croton.

No Brasil, a diversidade de espécies vegetais € muito alta e isso favorece a exploracéo
dos metabolitos secundarios de plantas com efeitos derretentes e tdxicos contra insetos e acaros,
como as espécies Eremanthus goyazensis (Asteraceae) e Protium bahianum (Burseraceae), que
sdo estudadas e demonstram ter o potencial de controlar a proliferacdo de &caros em pesquisas

feitas no pais (Pinto-Zevallos & Zarbin 2013).
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2.5 Croton floribundus Spreng

A familia Euphorbiaceae possui cerca de 300 géneros e 7.500-9.000 especies (Webster
1993, Berry 2005) sendo um dos grupos taxonémicos mais complexos e morfologicamente
diversos entre as eudicotiledéneas (Neto 2011). De distribuicdo em ambientes tropicais e

subtropicais no Brasil, existem cerca de 70 géneros e 1.100 espécies (Souza & Lorenzini 2005).

O género Croton L é um dos maiores da familia Euphorbiaceae com cerca de 1.300
espécies e divididas em 40 se¢des (Webster 1993). O Brasil € o pais que abriga 0 maior nimero
de espécies do género, cerca de 350 espécies (Berry et al. 2005). Ocorrem comumente em
fragmentos florestais impactados (Moura 2013) e sdo encontrados em area pantropica, ou seja,

distribuida nos continentes americano, africano e asiatico.

Croton floribundus Spreng é uma planta nativa e pioneira, crescendo na fase jovem da
mata (Lorenzi 1992). Muitas espécies de Croton crescem, predominantemente, em locais
perturbados tais como beira de estradas, margem de rios e clareiras de matas (Cardoso-
Gustavson et al. 2014). Essas e outras caracteristicas ecoldgicas, como a producdo massiva de
flores e frutos, fazem dos membros do género candidatos ideais para a restauracdo de florestas

degradadas (Carrenho et al. 1997, Lopes et al. 2012).

Neto (2000) verificou que as alteragdes antrdpicas nas florestas geram clareiras e que 0s
representantes da familia Euphorbiaceae apresentaram o maior nimero de espécies arbustivo-
arbdreas que irdo regenerar essas areas degradas, dentre essas espécies, o C. floribundus se

destacou apresentando maior aptiddo para regeneracdo natural total da area.

Segundo Domingos et al. (2015), as caracteristicas anatdmicas e morfolégicas da folha,
Ihe conferem capacidade de resistir mais ao ataque dos herbivoros. Muitos tricomas
unisseriados e tricomas ndo-secretores estrelados sdo distribuidos pela parte adaxial e abaxial
respectivamente e ja foram descritos pela literatura como fatores que dificultam os eventos de

herbivoria (Voigt, Gorb e Gorb 2007).
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Ainda, Euphorbiaceae é um grupo com grande potencial de novas moléculas,
principalmente de 6leos essenciais (Matos 1989 aphud Neto 2011). Tais informacdes ainda séo

escassas principalmente para o género Croton (Neto 2011).

2.6 Tetranychus urticae

Tetranychus urticae Koch, é conhecido popularmente por acaro rajado, o qual é
considerado praga para iniUmeras culturas economicamente importantes em todo o mundo, €
descrito como praga de mais de 150 culturas de importancia econdmica, dentre 1.200 espécies
de plantas em 70 géneros (Zhang 2003).

As culturas mais prejudicas pela predacdo desse acaro sdo principalmente, algodao,
feijdo, mamao, soja, tomate e morango (Sato 2002).

Esta espécie ataca principalmente a face abaxial das folhas, essas folhas demostram
manchas branco-prateadas na face inferior e certa quantidade de teia (Sato, 2002). Ja pela face
superior aparecem areas inicialmente cloroticas, que se escuressem, em seguida, as folhas
secam e caem, com consequente prejuizo do aparato fotossintetico (Moraes & Flechtmann
2008). Além das folhas, o T. urticae causa danos as flores, prejudicando a comercializacdo de
plantas ornamentais, por exemplo.

O controle populacional do T. urticae é prioritariamente baseado em uso de inseticidas,
acaricidas e defensores quimico, cujo impacto ambiental pode ser bastante significativo (Van
Leeuwen et al. 2010). No entanto, devido ao seu curto ciclo de vida e taxas altas de reproducao,
ele é capaz de desenvolver resisténcia a estes compostos muito rapidamente. Mesmo quando
aplicacdes regulares de defensores quimicos sao realizadas, muitas vezes existem casos em que
o0 controle de &caros mostra-se ineficiente. Pressupde-se que essa ineficiéncia esta associada ao
desenvolvimento da resisténcia dos acaros aos defensores quimicos (Sato et al. 2009). Ainda,
devido ao uso dessas substancias quimicas, tende a ocorrer problemas de ressurgéncia das
pragas, devido a eliminacdo dos inimigos naturais (Van de Vrie et al. 1972 aphud Sato et al.

2009). Devido a essas caracteristicas dessa praga, faz-se necessario o uso de medidas
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alternativas de controle populacional, como o uso de controle bioldgico, armadilhas quimicas

(feromonios, volateis naturais e sintéticos).
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3. Justificativa e Objetivos

Considerando que os volateis de plantas infestadas por herbivoria sdo atuantes no
mecanismo de comunicacao entre plantas, por permitirem que as plantas sadias se coloquem
em um estado de alerta, preparando suas defesas quimicas contra um futuro ataque, buscou-se
no presente estudo verificar se os volateis emitidos por Croton floribundus infestado por
Tetranychus urticae sdo capazes de ativar respostas de defesas, ao nivel de volateis, em

individuos de C. floribundus saudéaveis. Para tanto, os seguintes objetivos foram tragados:

v’ Caracterizar os compostos organicos volateis emitidos pelo limbo foliar de Croton
floribundus exposto a T. urticae;

v" Avaliar se os volateis induzidos (V1) por Croton floribundus exposto a T. urticae
apresentam respostas de defesas quimica em individuos saudaveis de C. floribundus,
indicando um processo de comunicacao;

v Verificar se 0 mesmo processo de comunicacdo quimica ocorre quando plantas
saudaveis estdo em contato com volateis sintéticos (VS) que mimetizam o buqué de

volateis induzidos (V1) por T. urticae;
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4. Material e Métodos
4.1 Delineamento Experimental

Esse trabalho foi dividido em duas etapas experimentais que estdo ilustradas na Figura
7. A primeira etapa, designada caracterizacdo dos Compostos organicos volateis (COV), visou
identificacdo e quantificacdo dos volateis emitidos por Croton floribundus Spreng sob acéo de
Tetranychus urticae Koch. A segunda etapa foi o estudo de comunicagéo entre plantas que
consistiu em plantas saudaveis receptoras em contato com volateis de induzidos pela infestacdo

de acaros (V1) e volateis sintéticos (VS).

{ Croton floribundus ‘

[ 1. Caracterizagiio ]J L[ 2. Comunicagiio ]

Quimica

27 dias

a. Volateis b. Volateis
induzidos Sintéticos
9 dias

[ Coleta e Andlise de Compostos Orginicos Volateis ]

Figura 7. Fluxograma representando as etapas experimentais desenvolvidas.
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O trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Interacdo Atmosfera-Planta (LABIAP) do
Nucleo de Pesquisa em Ecologia, Instituto de Botanica de S&o Paulo localizado no Parque

Estadual das Fontes do Ipiranga — PEFI (Figura 8).

Localizacédo no Estado de Sao Paulo

o 2 :

: * Oceano
75 Atlantico

Fonte: DATAGEO/SMA (Secretaria do Meio Ambiente), 2017. Web Map Service (WMS Layer) de Unidades de Conservacao Estaduais - Protecdo Integral.
Disponivel em: http://datageo.ambiente .sp.gov.br/service Translator/restigetXml/Arcgis_Server_Meio_Biotico/4/1453115523703/wms

Acesso em: 10/01/2017

IDESP/EMPLASA (Empresa Paulista de Planejamento Metropolitano S/A), 2017. WebMap Servicedo Recobrimento por Ortofotos do Estado de Sao Paulo
(WMS Layer EspOrtofotoResolucao TmEmplasa2010e2011 Tiles) .

Disponivel em: hitp://www.idemapas.emplasa.sp.gov.br/service?

Acesso em:10/01/2017.

Figura 8. Localizacdo do Parque Estadual das Fontes do Ipiranga dentro da Regido

metropolitana de Sao Paulo.

O cultivo das plantas de C. floribundus e dos T. urticae foi realizado rotineiramente ao
longo do desenvolvimento do projeto. Os experimentos foram todos realizados no LABIAP,
em um sistema de Camaras de fumigacao, conectado a tubos teflon, compressor e sistema de
filtro de ar (Figura 9) (Souza & Pagliuso 2009). As cameras sdo revestidas por Teflon e aco
inoxidavel e possuem volume de 1m3, estas sdo conectadas a um filtro que remove material
particulado (Whatman 40), seguido de silica em gel (150 g, Merck) que diminui a umidade do
ar, carvdo ativado (250 g, Merck) que remove compostos organicos e poluentes atmosféricos e
carvdo ativado impregnado com pergamanato de potassio (500 g, Purafil Select). O filtro é

interligado a um compressor que promove um influxo de 20 L/min de ar filtrado.
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Figura 9. Esquema de Camaras de fumigacao, adaptado de Souza e Pagliuso (2009).

Para todos os experimentos o fotoperiodo foi de 8 horas de luz diaria e foi mantido por
lampadas que possuem um espectro de radiagdo o mais proximo da luz solar, com radiacao
fotossinteticamente ativa de 422 umol.cm?s™!, umidade relativa de 67,3+ 5,2, e temperatura

27+2 °C.

4.2 Caracterizagdo dos compostos organicos volateis em C. floribundus sob herbivoria de

T. urticae

Plantulas de Croton floribundus foram aclimatadas no laboratério LABIAP por dois
dias antes do inicio da exposicdo ao T. urticae. Apds esse periodo, 200 individuos de T. urticae,
considerando macho e fémea, foram dispostos de maneira aleatoria nos limbos foliares de C.

floribundus.

Os individuos foram selecionados por lupa Zeiss Stereo Discovery.V8 e transportados
das folhas de Phaseulus vulgaris para C. floribundus com auxilio de um pincel (tamanho 0). 14
plantas foram infestadas e colocadas em duas camaras, outras cinco plantas foram controle e
ficaram em uma cadmara sem contato com herbivoria, todas as cAmaras ficaram sob fluxo de ar

constante proveniente do compressor.
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Apos 4 dias de contato com os acaros, as plantas foram submetidas a coleta de compostos
organicos volateis (COV). As plantas foram escolhidas de maneira randémica e seus volateis

foram coletados ao longo de 27 dias.

4.3 Comunicagdo Quimica de C. floribundus

Para o estudo de comunicacdo quimica de Croton floribundus foram realizados dois
experimentos distintos: a) volateis sintéticos impregnados em lanolina e b) volateis induzidos
de Croton floribundus por T. urticae (Figura 10). Todas as plantas foram aclimatadas por dois

dias no LABIAP antes de serem submetidas aos tratamentos.

Figura 10. Esquema representativo do experimento de comunicagdo quimica. A- Representa
as placas de petri contendo mistura de volateis sintéticos impregnados em lanolina. B-
Representa os individuos de Croton floribundus sadios em contato com os volateis sintéticos.
C— Representa os individuos de Croton floribundus infestado com T. urticae. D- Representa 0s
individuos saudaveis receptores em contato com o0s volateis provenientes das plantas infestadas.
Seta— Representa a tela de nailon que separa a cAmara ao meio, necessaria para evitar o contato

de plantas infestadas com plantas receptoras saudaveis.
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a) Volateis sintéticos

O experimento de comunicacdo quimica mediado por volateis sintéticos foi realizado com
padrdes de volateis. A selecdo dos compostos sintéticos foi realizada com base nos volateis

induzidos caracterizados e identificados na etapa 1.

As concentragdes e 0s compostos presentes nas misturas estdo apresentadas na tabela 1.
5 pl de cada mistura foi injetado em 1 grama de lanolina pura (Sigma-aldrich, USA)
acondicionada em placa de petri (Figura 11), obtendo-se uma mistura de volateis contendo 1
mg de cada composto. Trés placas de petri foram preparadas e introduzidas nas camaras,

conforme apresentado na figura 9.

Figura 11. Placa de petri contendo misturas de volateis impregnadas em lanolina.
As placas foram colocadas do lado esquerdo da camara e trés plantas do lado direito,
separadas pela tela de nailon (Figura 10). As placas de lanolina foram preparadas diariamente.

O experimento foi conduzido interruptamente por um periodo de 10 dias.

Os volateis provenientes do limbo foliar das plantulas de C. floribundus utilizadas no
experimento foram coletados antes do inicio da exposicao aos volateis sintéticos e diariamente
durante todo o tratamento. Todos os dias as plantas foram submetidas a coleta de compostos

organicos volateis. Trés repeticdes foram realizadas.
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b) Voléteis induzidos por T. urticae

Para comunicacdo quimica mediada por volateis induzidos por herbivoria, trés plantulas
de Croton floribundus foram infestados com 200 individuos fémeas de T. urticae e colocados
do lado esquerdo da cAmara, e trés plantulas sadias de C. floribundus foram adicionadas no lado
direito da mesma camara. Os lados foram separados por tela de nailon para evitar o contato de
C. floribundus receptoras com infestadas (Figura 10), impedindo assim a passagem de T.

urticae para individuos sadios.

Apenas fémeas adultas foram utilizadas nesse experimento, pelo fato delas consumirem
maior quantidade de tecido foliar (Silveira 2013) e, portanto, induzirem maiores respostas de
defesa. A exposicdo foi realizada com individuos de C. floribundus sadios, denominados
receptores, e infestados com T. urticae, denominados emissores. Volateis provenientes do
limbo foliar dos individuos de C. floribundus utilizados no experimento foram coletados antes
do inicio da exposi¢do e, em seguida a coleta dos volateis ocorreu diariamente em todos 0s

individuos de C. floribundus por um periodo de 10 dias. Trés repeti¢des foram realizadas.

4.4 Cultivo de C. floribundus

Individuos jovens de Croton floribundus Spreng foram adquiridas em viveiro (Bioflora,
Sdo Paulo). Estes foram transplantadas para vasos plasticos contendo o substrato tipo Eucatex
Plantmax misturado com vermiculita na propor¢cdo de 3:1. Em seguida as mudas foram
acomodadas em casa de vegetacdo ar filtrado e temperatura média de 27°C controlada por meio
de ar condicionado (Figura 12), quinzenalmente as mudas recebiam 100 ml de solu¢éo nutritiva
do tipo Hoagland. Apds seis semanas de crescimento e desenvolvimento em casa de vegetacdo
com ar filtrado as plantas foram selecionadas e uniformizadas por altura da parte area e expostas

aos diferentes tratamentos.
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Figura 12. Casa de vegetacdo em que as plantulas de C. floribundus foram cultivadas. a) visdo

externa; b) visdo interna.

4.5 Cultivo do T. urticae

O Tetranychus urticae Koch (Acari: Tetranychidae) (Figura 13) foi selecionado por ser
um herbivoro sugador generalista e que, em testes preliminares realizados na Universidade
Federal de Lavras, no laboratério do prof. Dr. Martin Pareja, mostrou excelente adaptacdo em
plantas de C. floribundus, alimentando-se de suas folhas sem nenhuma restrigdo. Esse herbivoro
perfura células do mesofilo, danificam as clorofilas e geram cloroses e necroses nos limbos
foliares, causando perda de tecido foliar, diminui¢cdo da fotossintese e do fitness da planta

(Grbi¢ et al. 2011, Bensoussan et al. 2016).
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Figura 13. Tetranychus urticae Koch.
Para o cultivo do herbivoro plantas de Phaseulus vulgaris e Canavalia ensiformis foram
utilizadas, os acaros foram cultivados em folhas individuais em placas de petri (Figura 14) e

dispersos nas plantas como um todo.

Figura 14. Cutivo de T. urticae em folha de Canavalia ensiformis sob espuma umedecida com
agua destilada e circundada com algoddo para manter as condi¢cdes de umidade e temperatura
adequadas de cultivo.
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Os é&caros ficaram confinados no centro da folha de C. ensiformis sobre uma esponja de
1 cm de espessura que estava no fundo de uma placa de petri de 20 cm de diametro, que foi
mantida aberta e diariamente umedecida com agua. As margens das folhas foram cobertas por
uma camada de algodao, que também foram umedecidas. Esse sistema € importante para manter
a turgescéncia das folhas e evitar que os acaros escapem (Silveira 2013). As folhas foram

trocadas semanalmente.

Para aumentar a populacdo de acaros rapidamente, eles também foram cultivados
diretamente na planta de Phaseulus vulgaris sem confinamento, podendo se dispersar por meio

de suas teias para outros individuos, estes individuos permaneceram dentro de gaiolas de nailon.

Trés vezes por semana a populagdo de &caros foram observadas na Zeiss Stereo
Discovery.V8 para acompanhar a reproducdo e desenvolvimento dos individuos. Além disso,
o controle na lupa permitiu eliminar predadores que eventualmente foram encontrados ao longo

do cultivo dos acaros.

4.6 Volateis sintéticos
Os resultados da etapa 1 (Caracterizacdo dos volateis) subsidiaram o preparo dos
volateis sintéticos, em que os calculos das concentracfes foram baseados nas respostas do

Croton floribundus infestado.

Os volateis sintéticos foram adquiridos pela Sigma-aldrich, Alemanha e todos
apresentaram pureza superior 99% (Tabela 1). Para obtencdo da mistura final a ser aplicada no
estudo, foram realizadas dilui¢cdes a partir de uma solucdo estoque de concentracdo de 2mg/ml,
e a partir dessa solucdo, foi preparado uma solugdo metanolica de 200 ng/ul que foi utilizada
nos experimentos da etapa 2. Para evitar a perda dos compostos por volatilidade, optou-se a
preparar quatro misturas (Mix) de volateis em vez de uma. Os compostos de cada mistura foram

selecionados com base nas suas diferengas no tempo de retengéo (Tabela 1) compostos com
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tempo de reten¢do muito proximos foram evitados em uma Unica mistura. Foram preparadas 4

misturas de volateis, denominados mix 1, mix 2, mix 3 e mix 4 (Tabela 1).

Tabela 1. Volateis sintéticos utilizados no experimento de comunica¢do quimica e seus

respectivos tempos de retencéo.

Compostos Sintéticos Tempo de Retencdo  Concentracéo
Cis-3-hexen-1-ol 8,32 42,30 ng/ul
Nonanal 17,17 41,35 ng/ul
) Cis-3-hexenil acetato 13,57 42,30 ng/pl
Mix 1 Ocimeno 15,06 40,00 ng/ul
Metil Salicilato 20,04 58,70 ng/ul
a- Farneseno 30,38 40,65 ng/ul
1-octen-3-ol 13,70 41,95 ng/ul
) Cis -Geraniol 21,85 43,90 ng/pl
Mix 2
6-metil 5-hepten-2-ona 27,49 42,90 ng/ul
3- Careno 11,23 43,35 ng/ul
Cariofileno 24,19 42,90 ng/pl
Mix 3 a-Pineno 11,11 45,25 ng/ul
Cis — 3 Hexenil isovalerato 16,32 44,45 ng/ul
(-)-B-Pineno 12,51 43,60 ng/ul
Limoneno 14,34 42,05 ng/ul
Mix 4 (-)-Linalol 17,4 42,09 ng/pl
Decanal 20,34 41,50 ng/ul
(+)Aromadendreno 27,83 45,60 ng/ul
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4.7 Coleta e analise de Compostos Organicos Volateis (COV)

Para a realizacdo da coleta dos volateis as plantas foram inseridas em sacos de
polietileno, com papel aluminio recobrindo o vaso para dificultar a passagem de volateis
liberados pelo solo. O saco de polietileno possui duas aberturas, uma delas esta conectada a um
compressor com fluxo de entrada de 1.5 L/min, previamente filtrado por carvéo ativado, silica
e peneira molecular impregnada com pergamanato de potassio.

A extremidade oposta foi conectada a um tubo de inox contendo 100mg de Tenax
TAmesh 60/80 interligada a uma mangueira de silicone a uma bomba de vacuo com fluxo
regulado para 0,2 L/min (Figura 15). O periodo de amostragem dos volateis foi de 1h 30min ao
final da amostragem os limbos foliares foram pesados (Massa fresca), deixados em estufa a 60°

por 48h e pesados novamente (Massa seca).
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Figura 15. Figura esquematica da coleta de compostos organicos volateis. Adaptado de Bison
(2015).
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Os volateis amostrados foram desorvidos em nitrogénio gasoso por sistema de dessor¢do
térmica, turbo matrix 650 ATD da Perkin Helmer, e automaticamente analisados em
cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de massas (CG-MS, Agilent 5977, USA). As
andlises foram desenvolvidas em uma coluna tendo sido utilizada em HP-6 (5% fenil metil
silicone), em rampa de temperatura de 46°C mantida por 5 min até 150°C, com gradiente de
temperatura de 20°C por minuto a 250°C e mantida por 5 minutos. O quadrupolo foi operado
em ionizacgdo eletronica a 60 eV, com fonte de temperatura de 200°C e interfase 220, com
continuo scan de m/z 40 a 500.

Os voléateis foram identificados pela biblioteca NIST e quantificados por comparacéo
com padrées de concentragdes conhecidas. Para 0s compostos em que ndo havia
disponibilidade de padrdes, a quantificagéo foi realizada com base na curva do a-Pineno.

As curvas de calibracdo foram construidas nas concentracdes de 80, 150 e 250 ng/ul
aproximadamente. Os padrdes utilizados nas curvas foram 1-octen-3-ol, Cis geraniol, 6-metil-
5-hepten-ona, 3-careno, Farneseno, Cis-3-hexen-1-ol, Metil salicilato, Nonanal, 3-Hexen-1-ol
acetato, Ocimeno, o Pineno, Cariofileno, Cis 3-hexenil valerato, B-Pineno, D-limoneno,

Linalol, Decanal e Aromadendreno.

Os volateis foram expressos em nanograma (ng) de compostos coletado em um dado
horéario (h) e por grama de massa seca (DW- termo em inglés comumente utilizado, dried

wheight).
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4.8 Tratamento de dados

Para deteccdo dos principais compostos que contribuem para o buqué de volateis
induzidos, foi realizado a comparacao entre as médias dos volateis de C. floribundus infestado
por T.urticae e seu controle, utilizando a andlise de disimilaridade (SIMPER) por meio do

software Primer 6.0 (Plymounth Marine Laboratory, UK) (Clarke e Gorley 2006).

As respostas diarias das plantas receptoras aos volateis induzidos (V1) e sintéticos (VS)
foram comparadas individualmente com o seu controle por meio de teste T de student, com

nivel de significancia de 0.05, utilizando o software SPSS (USA).

Os dados foram transformados em [log(x+1)] com o objetivo de minimizar a
heterogeneidade da variancia. A utilizacéo do log é recomendavel quando os valores sdao muito

pequenos e proximo de zero (Zar 1999).
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5. Resultados e Discussao
5.1 Caracterizacdo dos volateis

Foram identificados 24 volateis organicos emitidos por Croton floribundus
considerando o tratamento sob herbivoria de T. urticae e o controle (Tabela 2), sendo
diferenciados por suas classes quimicas: Monoterpenos, Sesquiterpenos, Volateis de folhas

verdes (VFV), aléem de outros compostos, que foram agrupados em diferentes classes quimicas.

Os monoterpenos foram os compostos mais emitidos por Croton floribundus sob
herbivoria. O 3-Careno e o Linalol foram os compostos que apresentaram maior taxa de
emissdo na exposicao. A somatdria diaria da taxa de emissdo do 3-Careno foi 4 vezes maior
que o seu controle (Tabela 2). Dentre os sesquiterpenos, os compostos a-Farneseno, o-
Cubebeno, a-Copaeno, Cariofileno e y-Elemeno foram majoritariamente induzidos pela
herbivoria, apresentando uma taxa de inducdo até 25 vezes maior que o seu controle, como o
a-Farneseno. Contrariamente aos Mono e Sesquiterpenos, os VFV ndo foram amplamente
induzidos pela herbivoria, exceto para cis 3-Hexenil valerato e 3-Hexen-1-ol benzoato. Ainda,
os aldeidos 3-Hexanal e 2-Hexanal, bem como o &lcool 3-Hexen-1-ol foram inibidos na

presenca de herbivoria.

Os outros compostos, que possuem diversas classificagdes quimicas, dentre elas
aldeidos, ésteres e monoterpenos oxigenados e acetatos, também apresentaram taxa de emissdo
significativa em relacdo ao seu controle. O metil salicilato (MeSA) e metil jasmonato (MeJA)

foram os majoritariamente induzidos.
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Tabela 2. Somatoria dos valores médios diarios dos volateis expressos em ng.g.MS?. h

emitidos por C. floribundus no periodo de vinte sete dias. CON (controle); TUR (exposi¢do a

T. urticae).
Monoterpenos

CON TUR
a-Pineno 25,13 22,98
a-Felandreno 28,46 9,18
Limoneno 15,97 5,30
3-Careno 211, 37 999, 20
Linalol 45,18 58,50
Geranil Acetona 40,09 22,22
TOTAL 366,2 1117,38

Sesquiterpenos
a-Cubebeno 1,12 7,12
a-Copaeno 48,30 118,90
B-Bourboreno 10,40 4,95
Cariofileno 126,24 202,59
v Elemeno 75,62 117,62
o~ Farneseno 8,30 229,00
TOTAL 269,98 680,18
Volateis das Folhas Verdes
2-Hexenal 2,78 1,06
3-Hexen-1-ol 337,72 169,21
Acido Valérico 21,36 50,72
3-Hexen-1-ol benzoato 17,88 60,76
TOTAL 379,74 281,75
Outros

Metil Salicilato 328,28 649,04
Metil Jasmonato 6,35 31,32
Nonanal 55,54 25,37
Decanal 73,74 42,27
Nerolidol 44 57 64,94
Nerolidil Acetato 25,94 54,37
TOTAL 534,42 867,31

A Tabela 3 apresenta os compostos que diferenciaram os tratamentos via Simper. Dentre
eles, 0 3-Careno, MeSA, 3-Hexen-1-ol, y-Elemeno, Cariofileno, a-Copeno, Linalol e Nerolidil
acetato contribuiram para 60% do acumulativo da dissimilaridade. J& os compostos 3-Hexen-
1-ol benzonato, 3-Hexenil valerato, Nerolidol e a-Faneseno contribuiram minoritariamente
para dissimilaridade. Todos esses compostos foram induzidos pela herbivoria, exceto o 3-

Hexen-1-ol.
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O T. urticae é um herbivoro generalista e infesta muitas espécies de plantas como feijao
(Dicke et al. 1990), macé (Takabayashi et al. 1991) e tomate (Dicke et al. 1998), por exemplo.
Sabe-se que plantas infestadas por T. urticae induzem volateis que sdo atrativos para o seu
predador natural Phytoseiulus persimilis (Van Den Boom et al. 2003). Van Den Boom et al.
(2003) em seu estudo encontrou volateis semelhantes aos emitidos por Croton floribundus
quando estava infestado por T. urticae, como no caso da soja, que emitiu Metil salicilato e a

Farneseno, Cariofileno e Linalol.

Tabela 3. Dissimilaridade dos compostos emitidos por plantas do controle e tratamento e

comparagao entre eles. Resultados via SIMPER. Valores expressos em porcentagem (%).

Contribuicéo

Compostos
Contribuicdo % Acumulativa %

3-Careno 12 12
Metil salicilato 9,99 21,99
3-Hexen-1-ol 8,07 30,06
v Elemeno 7,47 37,53
Cariofileno 6,39 43,93
a Copaeno 5,54 49 47
Linalol 5,45 54,92
Nerolidil acetato 5,38 60,3
3-Hexen-1-ol benzoato 4,77 65,06
3 Hexenil valerato 3,96 69,03
Nerolidol 3,58 72,61
Decanal 3,37 75,97
Nonanal 3,3 79,27
3-Hexenal 3,03 82,3
Geranil acetona 3,01 85,31
o Farneseno 2,75 88,06
a Pineno 2,48 90,54

36



Os perfis dos volateis induzidos por T. urticae ao longo do periodo de vinte e sete dias
de exposic¢do estdo apresentados nas (Figuras 16, 17, 18 e 19), em que é demonstrada a varia¢do
dos volateis ao longo dos dias para cada classe de volateis e suas respectivas diferencas
estatisticas. A maioria dos volateis foi estimulado pela herbivoria ja nos primeiros dias de
exposicdo, poréem para alguns volateis a taxa de emissdo foi reduzida, sugerindo a inibigdo

desses compostos pela herbivoria.

Para os monoterpenos (Figura 16) 3-Careno, Linalol e a Pineno além de contribuirem
para a dissimilaridade entre os tratamentos (Tabela 3), foram também estatisticamente distintos
em varios dias de exposi¢cdo. O 3-Carene apresentou diferenca estatistica em seis dos vinte sete
dias de exposicdo e seu pico de inducdo foi no quinto dia (Figura 16 A). Kant et al. (2004)
encontrou esse monoterpeno em plantas de tomate infestadas com T. urticae, o 3-Careno
também ja foi encontrado em coniferas que acumulam esse composto no seu xilema como
estratégia de defesa contra as pragas e as flutuacdes em suas concentracdes estdo diretamente
relacionadas com a resisténcia ou susceptibilidade da arvore (Faldt 2003). Em clones de Pinnus
silvestres, altos niveis de 3-Careno estdo correlacionados com baixa taxa de sobrevivéncia de

lavas Diprion pini (Faldt 2003).
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O Linalol foi o segundo monoterpeno mais emitido no tratamento com T. urticae,
apresentando diferenca estatistica a partir do 18° dia, porém foi no 5% dia em que a taxa de
emissdo duplicou em relacdo ao controle (Figura 16B). Esse composto ja foi relatado pela
literatura como induzido por herbivoria (Holopainen 2004, Holopainen & Blande 2013, Zakir
et al. 2013) e segundo Kant et al. (2004) plantas de tomate infestadas com T. urticae aumentam
a emissdo de Linalol ao longo dos dias, com o pico no 5° dia, o que corrobora fortemente os
resultados do presente estudo. Além disso, esse composto é encontrado constitutivamente e
sintetizado “de novo " apés a lesdo de herbivoros. Ainda, liberado sistemicamente para protecdo
da planta contra novos ataques (Holopainen, 2004). Estudos realizados com outras espécies do
género Croton (Lima et al. 2010, Neves & Camara 2011), como Croton lundianus também

relataram o Linalol como um composto constitutivo do buqué de volateis (Neto et al. 2004).

Salatino et al. (2007) relataram que esse volatil € um dos maiores constituintes do 6leo
essencial de Croton cajucara e que este inibe o crescimento de alguns microrganismos, como
Candida albicans, Lactobacilus casei, Porphyromonas gengivalis, S. aureus e Streptococcus
mutans (Salatino et al. 2007). No presente estudo, Linalol também foi detectado
constitutivamente ao longo de toda a exposicdo, o que indica sua relevancia para o género

Croton.

Embora o a-Pineno tenha apresentado as somatorias das médias muito semelhantes
entre o tratamento e seu o controle (Tabela 2), foi o terceiro monoterpeno mais emitido por C.
floribundus infestado por T. urticae (Figura 16 C), apresentando diferenca estatistica a partir
do sexto dia. Esse fato se explica devido a alta variabilidade das taxas de emissdo ao longo do

periodo de exposicao.

O a-Pineno ¢ frequentemente encontrado constitutivamente em muitas plantas nativas,
no género Croton o ja foi relatado como constituinte de 32,6% da composicao de seu 6leo

essencial (Lima et al. 2010). Nos cultivares também ¢ relatado como constitutivo. (Paré &
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Tumlinson 1996, Holopainen & Blande 2013) e um dos mais comuns no buqué floral de

diversas espécies (Knudsen et al. 2006, Maffei 2010).

O o-Pineno apresenta grande importancia ecologica, € descrito como composto
importante nas interac6es planta-inseto, como verificado por Paré & Tumlinson (1996), em que
plantas de algod&o responderam a herbivoria aumentando a emissdo de a-Pineno. No Pinheiro-
vermelho, o a-Pineno foi 0 monoterpeno mais abundante no floema e exibiu forte atividade
bioldgica em relacdo a insetos e fungos (Krokene et al. 2008). Agut et al. (2015) observou que
plantas de laranjeiras emitem a-Pineno quando estdo infestadas por T. urticae e 0 aumento desse
composto, juntamente com outros COV possuem um efeito repelente acentuado. Em C.
floribundus ndo se pode descartar a possibilidade de o a-Pineno ser um composto relevante nas

interacdes troficas ja que o T urticae estimulou o aumento da taxa de emissdo desse volatil.

Com relagdo aos monoterpenos Limoneno, Geranil acetona e a-Felandreno, observou-
se que as taxas de emissdo diérias do tratamento foram inferiores ao controle, sugerindo uma
possivel supressdao da emissdo (Figura 16 D, E e F). O perfil diario do Limoneno demonstra
que a média é apenas um reflexo da alta concentracéo no controle no sexto dia (Figura 16 D) e
ndo uma inibicdo da emissdo diaria, como observado para o Geranil acetona (Figura 16 E).
Entretanto, o perfil de emissdo diario de a-Felandreno (Figura 16 F) apresenta uma alta
variabilidade das taxas de emissao, tanto para o controle quanto para o tratamento, durante todo
o0 periodo de exposicdo. Runyon, et al. (2006) também encontrou uma variabilidade nas taxas
de a-Felandreno e Limoneno constitutivamente em cultivares, Neves e Camara (2011) também
relataram o a-Felandreno constitutivamente em outras espécies de Croton, corroborando os

resultados para C. floribundus.

O Geranil acetona, por néo ter apresentado alta variabilidade de suas taxas no tratamento
por herbivoria, sugere que o T. urticae ndo apenas inibe como também afeta a producgéo desse

composto, tornando a taxa de emissdo com baixa variabilidade ao longo do periodo. Se esses
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resultados forem comparados com os reportados por Das gracas Fonseca (2010), em que
Geranil acetona foi comprovado como precursor de feroménios do coledptera H. Betulinus em
plantas de erva mate, pode-se inferir que T. urticae apresenta um mecanismo semelhante em C.

floribundus.

Os sesquiterpenos que contribuiram para a dissimilaridade do tratamento e controle
(Tabela 3) foram a-Farneseno, Cariofileno, a-Copaeno, y-Elemeno (Figura 17, G, H, 1 e J). O
mesmo perfil de emissdo desses sesquiterpenos ja foram relatados em Trifolium pratense
(Kigathi et al. 2010), Centaurea (Smith & Beck 2015) e Zea mays (Pinto-zevalos et al. 2013)

acometidos por herbivoria.

Geralmente a-Farneseno e o Cariofileno sdo concomitantemente emitidos e estéo entre
0s mais tipicos sesquiterpenos induzidos por herbivoria (Holopainen 2004), corroborando 0s
resultados obtidos no presente estudo com C. floribundus. O o Farneseno foi majoritariamente
induzido, no 4° e 5° de exposicao (Figura 17 G). Essa emisséo foi tdo expressiva que alcangou
30 vezes mais o valor encontrado no controle (tabela 2).

Farneseno é um dos mais importantes volateis de alarme nas interagdes troficas entre T.
urticae e seu predador (Phytoseiulus persimilis) (Bernasconi et al. 1998 e Kant et al. 2004),
indicando seu papel nas relagdes ecoldgicas, atuando na repeléncia de insetos, influenciando a
oviposicdo, ou seja, mediando as defesas diretas e indiretas das plantas, sugerindo assim seu
potencial na comunicacdo quimica entre plantas (Holopainen 2004, Hilker & Meiners 2005,

Holopainen & Blande 2013).

Assim como o a-Farneseno, o Cariofileno também foi fortemente induzido no 4° e 5°
dia de exposicdo (Figura 17 H) e diferencas estatisticas foram observadas para esses mesmos
dias, corroborando os estudos reportados por Kant et al. (2007) que indicou o T. urticae como
indutor de Cariofileno e os reportados por Kigathi et al. (2009), em que esse composto foi

induzido e emitido apds 30 min de exposi¢do ao T. urticae.
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A literatura relata que o poder de repeléncia do Farneseno e do Cariofileno esta
diretamente relacionado com a proporcdo desses compostos no buqué de volateis induzidos
(Holopainen 2004). Segundo Mostafavi et al. (1996), somente altas razdes de Farneseno
relativas a Cariofileno é atuante na repeléncia do afideo generalista da alfafa. Ainda, Downson
et al (1984), relatam que o Cariofileno tem o poder de reduzir o potencial de repeléncia do
Farneseno em Humulus lupulus. Entretanto, a presenca do Cariofileno, mesmo que em baixas
proporgdes, é importante ecologicamente por ser um volatil-chave na atracdo de predadores,

como, por exemplo, vespas parasitoides (Dudareva et al. 2013).

Em Croton floribundus, a relacdo Farneseno/Cariofileno foi de 5 e 2 no 4° e 5° dia,
respectivamente, e abaixo de 1 para os outros dias do tratamento e todos os dias do controle,

sugerindo que as defesas indiretas ocorrem nos primeiros dias de inducéo.

O a-Copaeno e y-Elemeno, marcadores da dissimilaridade entre o tratamento e o
controle (Tabela 3), ja foram relatados em diversos estudos entre plantas e herbivoros, em que
sdo descritos como volateis induzidos, porém ndo ha relatos de sua relevancia ecoldgica. Osawa
et al. (2000) verificou que Phaseulus vulgaris quando estéo sob herbivoria emitem a-Copaeno
como resposta. Kant et al. (2004) também observou o aumento de a-Copaeno em plantas de
tomate infestadas com T. urticae. Maeda & Takabayashi (2000) observaram a indugdo de a
Copaeno por Phaseolus vulgaris somente apds 8 dias de infestacdo de T. urticae, diferente dos
resultados apresentados por C. floribundus, em que, o o Copaeno foi emitido por plantas do
controle, e nas plantas tratadas ele foi emitido desde o 4° dia de exposi¢do com pico de emissdo

no 6° dia (Figura 17 1).
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Os volateis da rota LOX, conhecidos como volateis das folhas verdes (VFV)
apresentaram resultados com padrbes diferentes das demais classes identificadas no
experimento, em que o0s picos de emissdo se concentraram entre o 4° e 6° dia. Os VFV
apresentaram valores médios inferiores no tratamento (Tabela 2) comparado ao seu controle,
além de terem sido a classe de compostos menos emitida tanto no tratamento quanto no controle
(Figura 18). Dentre os VFV, 0 3-Hexen-1-ol benzonato (Figura 18 Q), o Acido valérico (Figura
18 N) e 3-Hexen-1-ol, foram os que contribuiram para distinguir o tratamento do controle
(Tabela 3). Vérios estudos indicam um aumento dos VFV, tais como (Z) -3-Hexenol, (E) -2-
Hexenal, e (Z) -3-Hexenil acetato em plantas infestados por T. urticae (Pinto-Zevallos et al.
2013, Arimura et al. 2000 e Dicke 1999). Em C. floribundus, o aumento ocorreu apenas 3-

Hexen-1-ol benzoato e Acido valérico.

O 3-Hexen-1-ol apresentou niveis inferiores no tratamento comparado ao seu controle
(Tabela 2). Esse fato pode ser explicado por um possivel artefato de amostragem apenas para
esse composto no momento da coleta dos COV, ja que em varios trabalhos com C. floribundus
realizados em nosso laboratorio, o nivel de 3-Hexen-1-ol sempre se manteve em niveis muito
abaixo do que o encontrado (Bison 2015, Cardoso-Gustavson et al. 2014) e até mesmo no

presente trabalho com herbivoria (item 5.2).
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Dentre 0s outros compostos que contribuiram para a dissimilaridade, destacam-se o
Nerolidil acetato, Nerolidol, Decanal, Nonanal e particularmente, 0 MeSA (Tabela 3).

Nerolidil acetato e Nerolidol tiveram suas taxas de emissdo elevadas nas plantas
infestadas. O Nerolidol apresentou valores maximos no 4° e 5° dia, porém, diferencas
estatisticas s6 foram observadas a partir do 23°. Ja o Nerolidil acetato apresentou sua maxima
emissdo no 25° dia, e as diferencgas estatisticas ocorreram a partir do 18°. Essas substancias
apresentam estruturas quimicas semelhantes e sdo precursores do Geranil acetona (Bartram
2006). Porém, ndo ha relatos que esses compostos sejam atuantes nas rela¢fes ecoldgicas entre
planta-planta e planta-herbivoro. Por esse motivo, esses compostos ndo foram selecionados
para os estudos de comunicacao quimica (Item 5.2).

Na grande maioria dos dias de exposicao, 0s niveis dos compostos Nonanal e Decanal
foram superiores no controle, ainda apresentaram perfis de emissdo semelhantes ao longo de
todo o periodo. Esses compostos ndo tem uma importancia ecoldgica aparente e sao relatados
como constitutivos em C. floribundus (Bison 2015)

Entre os compostos que foram representativos para a dissimilaridade, o segundo maior
contribuinte foi o MeSA. Foi encontrado ao longo de toda a exposicao tanto para as plantas do
controle quanto para as do tratamento, contudo os maiores niveis de emissdo foram detectados

nas plantas sob herbivoria, com méxima no 4° dia (Figura 19 R) (Tabela 2).

46



R S T
180 30 10
B
129 LY 3
100 ! *
i 0 '3
s
60 13 )
: 3
40 %
>
20 2
5 1
% 0 % %)
= = m = & S 5 7 9 18 18 20 23 W 3 26
& pod s 1 1 2 B M o3 2w 1 - Disxs
= - Dias —
U 2 (e X
30 16
4 14
12
bL]
10
15 8
10 2
%
4
s K
I 2
R = %0 I I A
b= 4 5 6 7 9 18 1% 20 23 u 2 2% 27 =
@ = 6 7 9 18 19 20 23 28 25 26 27
g Di ® A
35 = Dias
s ACARO
O}

Figura 19. Emissdo diéria de volateis de outros volateis (ng g DW= ht) em laminas foliares de C. floribundus expostos a 200 individuos de T. urticae (acaro) e seu

respectivo controle (Con). Diferencas estatisticas estdo representadas por *. R. MeSA, S. MeJA, T. Nerolidil acetato, U. Nerolidol, V. Decanal, X. Nonanal

47



O MeSA é uma molécula sinalizadora importante, em relacdo ao mecanismo de defesa
em plantas, capaz de induzir resisténcia as doencas locais ou sistémicas (Hayat et al. 2010).
Além disso, promove a expressdo de varios genes de defesa, como os PRs (protein release) que
promovem a resisténcia sistémica adquirida (SAR) (Park et al. 2007) e essa inducdo do SAR
leva uma reducdo nos sintomas decorrente do estresse (Neilli et al. 2001, Pinto & Tommasi
2002, Verhage et al. 2010). Estudos recentes mostraram que esse composto é induzido em
Croton floribundus sob a acao de estresse abiotico, como o 0zénio (Bison 2015). Foi observado
também que esse composto quando aplicado em plantas sadias aumenta as defesas quimicas da
planta ativando suas respostas sisttémicas (Cardoso-Gustavson et al. 2014), o que poderia
indicar um potencial de acdo do Metil salicilato no processo de defesa de C. floribundus.

Outro composto atuante nas respostas sistemicas € o MeJA, que funciona como um
priming, ativando e aumentando as respostas de defesa e participando ativamente da expresséo
génica na producdo de novos volateis (Shah 2009, Pinto-zevallos et al. 2013, Dong et al. 2016,
Martin et al. 2003). Em C. floribundus, o MeJA ndo contribuiu para a dissimilaridade, mas foi
nitidamente induzido no 7° dia (Tabela 2) (Figura 19 S). Segundo Ament et al. (2004) o0 MeJA
€ muito importante para as defesas de plantas de tomate contra o T. urticae, pois além de
funcionar como um sinalizador e mediador de novos volateis, induz a conversio do Acido
salicilico em Metil salicilato. Ainda, 0 MeJA induz respostas complexa envolvendo reagdes
que incluem a sintese denovo, aumento e acimulo de monoterpenos e diterpenos, induzindo a
producdo de enzimas e expressdo de genes como monoterpeno sintases e diterpenos sintases,

acarretando em um sinergismo atuante nas respostas sistémicas adquiridas.
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5.2 Comunicacédo Quimica de Croton floribundus

A somatoria dos volateis emitidos pelas folhas de individuos de C. floribundus
receptores dos volateis sintéticos (VS) e induzidos por acaros (V1) estdo apresentados na Tabela
4. No geral, os volateis dos individuos do experimento de comunicacdo quimica, incluindo
controle e receptoras de VS e VI, apresentam menor taxa de emissdo comparado aos individuos
utilizados no experimento de caracterizacao dos volateis (item 5.1). Comparando a somatoria
dos volateis das plantas receptoras de VS e VI, foi possivel observar que as plantas que
estiveram em contato com os volateis sintéticos emitiram, em sua maioria, taxas mais elevadas
de volateis do que as plantas em contato com os volateis induzidos por acaros (Tabela 4). Metil
Salicilato, Indol ¢ a-Farneseno apresentaram maiores taxas nas receptoras de VI, enquanto que
emissdes elevadas foram observadas para 3-Hexen-1-ol, Linalol ¢ B Farneseno em receptoras
de VS. Ressalta-se que 0 homoterpeno TMTT, que é de grande relevancia para a comunicagado
entre plantas, foi observado tanto em individuos receptoras de VS quanto de VI na mesma
proporcéo, indicando uma possivel ocorréncia da comunicacdo quimica mediada pelos VS e
VI.

Tabela 4. Somatoria dos valores médios diarios dos volateis emitidos por individuos de C.
floribundus receptor de volateis induzidos (V1), volateis sintéticos (VS) e individuos controle.

Monoterpenos Receptor VI Receptor VS Controle
o Felandreno 2,06 2,49 3,99
o Pineno 1,59 3,5 8,05
B Pineno 2,86 0,6 2,75
B Felandreno 8,22 19,11 22,87
B Mirceno 0,39 0,49 1,42
Limoneno 0 14,53 114,54
3-Careno 0,01 0,15 0,22
B-cis-Ocimeno 15,24 7,79 1,91
B-Ocimeno 7,91 16,44 9,41
Linalol 67,99 114,03 31,95
Geranil Acetona 9,58 21,35 11,71
TOTAL 115,85 200,48 208,82
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Sesquiterpenos Receptor VI Receptor VS Controle
o Cubebeno 2,39 11,12 3,58

a Copaene 12,35 23,21 9,2
B-Bourboreno 5,89 10,59 4,66
Cariofileno 17,67 14,59 43,97
Aromadendreno 4,32 19,19 3,69
Humuleno 14,89 8,64 47,93
B Cubebeno 62,24 104,63 8,51

v Elemeno 10,9 31,32 5,26
cis-pB-Farneseno 0,51 19,39 0

a Farneseno 5,44 1,51 0

B copaeno 5,26 4,86 5,73
(E) P Faneseno 6,47 42,079 0,06
TOTAL 148,33 291,129 132,59
Volateis das folhas verdes Receptor VI~ Receptor VS Controle
3-Hexen-1-ol, (2)- 15,4 29,77 13,23
3-Hexen-1-ol, acetato, (Z)- 4,89 9,99 11,36
3-Hexen-1-ol, benzoato, (2)- 2,45 3,73 0
Acido Valérico 2,34 0,22 0
TOTAL 25,08 43,71 24,59
Outros Receptor VI Receptor VS Controle
Nonanal 5,85 13,17 4,83
MeSA 9,01 3,93 0,52
MeJA 0 0,11 0
Decanal 610,34 743,22 296,19
Indol 2,12 0,18 0
TMTT 19,51 20,5 33

B nerolidol 4,46 9,64 0
TOTAL 651,29 790,75 304,84

A relacgdo entre as concentragdes dos volateis dos individuos receptores e o0 seu controle
foi determinada para avaliar o incremento de volateis que foram emitidos pelos individuos
saudaveis e que estiveram em contato com a acdo dos VS e VI, visando verificar se plantas
sadias (receptoras) respondem aos volateis induzidos ou sintéticos mediante a producao,
inibicdo ou até mesmo na sintese de novos volateis. Uma relacdo maior que 1 deve-se ao
incremento dos volateis nas plantas receptoras, indicando a inducdo desses volateis quando a
planta esta sob acdo dos VS e VI. Valores abaixo de 1 sugerem a inibicdo dos compostos pelo

contato dos volateis emissores (VS e VI).
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A Figura 20 apresenta a relacdo entre os monoterpenos detectados nos individuos
receptores de VS (Figura 20 A) e VI (Figura 20 B).Dentre todos os monoterpenos, apenas o o
Felandreno apresentou diferencas estatisticas entre os individuos receptores de VS e seu
controle para o 6° dia, apesar de ndo ter sido observado diferencas estatisticas nos individuos
receptores de VI, é possivel notar uma tendéncia na inducéo desse composto a partir do 4° dia.
No presente estudo, 0 a Felandreno demonstrou ser uma resposta indicativa do processo de
comunicag¢do quimica entre plantas receptoras de volateis sintéticos nos primeiros dias de

inducdo, uma vez que foi amplamente induzido em individuos sadios.

Em relacdo as receptoras de VI, apenas o e 0 Geranil Acetona apresentou diferenca
estatistica no quarto e no sétimo dia de exposi¢do, sendo que esse composto foi inibido nesses
dias, o Croton floribundus também inibiu esse composto na presenca do T. urticae (Item 5.1),
aparentemente esse composto tem sua emissdo afetada na presenca do herbivoro e dos volateis

induzidos por ele.

Embora os monoterpenos a Pineno e Linalol ndo apresentarem diferencas estatisticas
entre os individuos receptores e seu controle, observou-se uma tendéncia na inducdo do o
Pineno no 4° e 5° dia nas receptoras VS (Figura 20 A), e apenas no 4° dia para as receptoras
VI (Figura 20 B). Ja para Linalol, as receptoras VS o induziram todos os dias, exceto no 8° dia,
enquanto as receptoras VI, induziram o linalol no 4°, 5° e 7° dia. Ressalta-se que esses mesmos
compostos apresentaram diferencas estatisticas entre volateis induzidos por herbivoria T.
urticae e seu controle, conforme apresentado no item 5.1, e foram marcadores de indugdo. A
ndo diferenca estatistica observada nos experimentos de comunicacgdo, pode ser explicada pela
propria peculiaridade do processo de sinalizacdo em que depende da concentracdo dos gases
que alcangam as laminas foliares de C. floribundus receptoras, o que estd diretamente
relacionada com velocidade e diregdo dos gases, definida pelo movimento browniano das
moléculas gasosas (Perrin 2013), podendo ou ndo permitir a absorcdo das moléculas via

estdmato, e consequentemente, estimular mais ou menos intensamente 0 mecanismo de
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sinalizacdo, propiciando ou ndo a inducdo dos volateis de forma a encontrar diferencas

estatisticas significativas entre o tratamento e seu controle.
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O a Pineno é emitido por muitas plantas como, tomate (Zebelo et al. 2012), Arabidopsis
thaliana (Rohloff & Bones 2005), Pinus sylvestris (Kdpke et al. 2010) e muitas outras espécies.
Ainda, sabe-se que o o Pineno é importante nas relacdes troficas, por exemplo no caso do Picea
abies que emite o Pineno quando esta sendo atacada por besouros (Ips typographus) e esse
composto norteia o predador em dire¢do ao besouro (Phillips et al. 2003). J& o Linalol tem
relevancia nas interagdes entre plantas e insetos, por exemplo no estudo de Kessler & Baldwin
(2001) em que o composto Linalol foi adicionado a uma pasta de lanolina e esta ficou em
contato com plantas de Nicotiana atenuata, tendo como consequéncia a diminuicdo da
oviposi¢do de Manduca sexta e aumento da predacéo de ovos e larvas por seu inimigo natural,

0 Geocoris pallens.

Abharoni et al. (2003) reportou que o Linalol possui efeito repelente sob o herbivoro M.
persicae em experimentos com Arabdopsis transgénicas. Ainda, Raguso & Pichersky (1999)
reportaram que a mistura de volateis contendo Linalol é atraente para vespas parasitdides e as
norteiam ao encontro de lagartas Spodoptera, outros herbivoros também podem ser movidos
por Linalol, como o predador do T. urticae que é atraido para o Phaseulos vulgaris. (Dicke et
al. 1990). No presente estudo, o Pineno e Linalol emitidos em 1dminas foliares de C. floribundus
em resposta a acdo de volateis sintéticos e volateis induzidos é mais um indicativo de que 0s
volateis sdo mediadores de sinalizacdo das defesas quimicas indiretas dessas espécies vegetais,

sugerindo que esta emissao deve ser uma tentativa da planta recrutar predadores do T. urticae.
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Assim como apresentado no item 5.1, a relagéo entre Farneseno e Cariofileno, indica o
potencial de repeléncia ao herbivoro. A razdo desses compostos foi elevada (R>8) no 5° dia
para C. floribundus receptor de VI, mas o mesmo ndo foi observado para as receptoras de VS.
Isso indica que as plantas receptoras perceberam o sinal oriundo do buqué do volateis induzido
pela herbivoria (V1) ao ponto de responder como se estivesse sendo predada por herbivoros,

fato esse que comprova o poder de sinalizagdo dos VI a defesas quimicas indiretas.

E interessante ressaltar que o Farneseno é um sesquiterpeno que apresenta isomeria otica
e pode ser encontrado na sua forma o e . O a Farneseno foi detectado tanto em C. floribundus
infestado por T. urticae quanto em individuos receptores de V1. Ja, o  Farneseno foi induzido
por individuos receptores de VS (Figura 21). Ainda, a relacdo entre Farneseno e Cariofileno
mostrou-se relevante somente para os individuos que emitiram a Farneseno, indicando que o
buqué dos volateis mediados por T. urticae deve apresentar um potencial de sinalizacdo mais

especifico a repeléncia de afideos do que os volateis sintéticos.

Os isdmeros a Farneseno ¢ 3 Farneseno possuem fungdes ecoldgicas muito importantes.
Plantas de milho emitem ambos os isdmeros, o Farneseno foi encontrado constitutivamente e
aumentou quando a planta foi exposta a herbivoria, B Farneseno foi detectado apds 2 horas de
herbivoria (Turlings et al. 1998). Zhu & Park (2005) também relataram que plantas de soja
emitem ambos os isdmeros quando estdo sob herbivoria de afideos. Assim como observado no
presente trabalho, varios autores relatam que a Farneseno é emitido em abundéancia por plantas
que estdo sob herbivoria de T. urticae (Birkett, et al. 2000, Van den boom et al. 2003, War et

al. 2011).

Enquanto o a Farneseno parece estar mais relacionado com o poder de repeléncia, o
Farneseno, aqui detectado apenas em individuos receptores de VS, é um composto atuante na
atracdo dos inimigos naturais e parasitoides (Beale et al. 2006, Kant et al. 2009). Segundo

McCormick et al. (2012) Pinnus sylvestris quando estad sob oviposicdo do Closterocerus
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ruforum emite uma mistura de volateis que atrai o parasitdide Diprion pini, entretanto essa
mistura s6 tem potencial atraente se tiver p Farneseno no buqué de volateis. Ainda, como ja
mencionado no item 5.1, o B Farneseno é relatado como feroménio de alarme de afideos
(Schwartzberg et al. 2008). Muitas espécies de afideos liberam o p Farneseno como um
feroménio de alerta, e a liberacdo deste composto esta relacionada com a diminuicdo da
predacédo por pulgdes (Degenhardt 2008). Assim, e possivel inferir que os volateis sintéticos,
devido a inducdo de p Farneseno, sdo mais atuantes na atragao dos inimigos naturais do que 0s

volateis induzidos por herbivoria (V1).

Ainda, Van den boom et al. 2003 relatou que Metil salicilato combinado a altas
concentragdes de o Farneseno atrai predadores. Os autores relacionaram o o Farneseno como o

composto responsavel pela atracdo desses predadores.

Os volateis de folhas verdes foram os compostos menos emitidos comparados as outras
classes (Tabela ). Dentre eles, o 3-Hexen-1-ol acetato tem sido considerado o de maior
importancia ecolodgica e foi induzido em C floribundus receptores de VS e VI. As plantas
receptoras dos volateis sintéticos induziram o 3-Hexen-1-ol acetato no 5° dia de exposicao,
porém diferencas estatisticas so foram relatadas no 8° dia de exposicao (Figura 22). As plantas
receptoras de volateis induzidos liberaram esse composto também no 5° dia de exposicéo,

entretanto, diferencas estatisticas ndo foram observadas.

O 3-Hexen-1-ol acetato é relatado como um composto chave na sinalizacdo, interacao
entre plantas (Kost & Heil 2006, Holopainen & Blande 2013), além de ser induzido por
herbivoria (Arimura et al. 2001, Engelberth et al. 2004, Himanen et al. 2005, Frost el al. 2008).
Esse composto € conhecido como priming (Frost et al. 2008) pois, quando ele é emitido, ativa
as respostas de defesa como aumento da transcricdo de genes de defesa (Arimura et al. 2001,
Heil & Ton 2008) e induz a emissao do fitohormodnio Metil jasmonato (Engelberth et al. 2004).

Nesse cenério, a identificacdo do 3-Hexen-1-ol acetato em C. floribundus receptora de VI e VS
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pode indicar a ocorréncia do processo de comunicagdo quimica, preparando a planta saudavel

para um futuro ataque (Himanen et al. 2005, Shimoda 2010, Michereff et al. 2012).
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O TMTT é relatado como sendo um composto induzido por T. urticae e T. evansis
(Sarmento et al. 2011), ele pode ser induzido por elicitores presentes na saliva dos herbivoros
(Arimura 2009) e no caso do T. urticae pode ser induzido pelos acidos jasménico e salicilico
(Arimura et al. 2004, Okada et al. 2015). Ainda, é conhecido que TMTT tem o poder de atrair
0 predador de T. urticae e, segundo Ueda et al. (2012), o TMTT em sinergia com 0 DMTT
aumenta a expresséo de genes de defesa folhas intactas de Phaseulus lunatus, como um dos
genes da LOX. E notdrio a importancia do TMTT no buqué de volateis mediadores da
sinalizacdo de defesas quimicas das plantas e interagdes troficas e o seu surgimento em plantas
receptoras de VS e VI (Figura 23), com diferencas estatisticas observadas no 5° dia de
exposicao, apenas reforca a hipotese de que o processo de comunicacao entre plantas sadias e

infestadas ocorrem para a espécies C. floribundus.

Outro componente que indica a presenca de comunicacdo quimica entre plantas
infestadas e sadias é o Indol, que foi liberado em plantas receptoras de VI (Figura 23) durante
toda a exposicéo, com excecdo do 4° dia. Diferencas estatisticas ndo foram observadas (Figura
23). Erb et al. (2015) relatou o Indol como um priming volatil, pois esse composto é emitido
por muitas plantas e é liberado em resposta a herbivoria e elicitores, favorecendo a formacéo
de fitohérmonios. Além disso, Turlings et al. (1998) verificou que plantas de milho emitem

esse composto antes de sesquiterpenos.

Além do Indol, os compostos de destaque encontrados foram os Metil jasmonato
(MeJA) e Metil salicitato (MeSA) que sdo um dos principais atores do mecanismo de
sinalizacdo quimica. No presente estudo, o MeSA foi inibido pelas plantas receptoras de
volateis sintéticos, com excecdo do 9° dia, 0 que parece ndo ter importancia no processo de
comunicagéo, ja que a maioria dos compostos de importancia ecologica foram emitidos entre o
4° e 7° dia. Para as plantas receptoras de volateis induzidos, 0 MeSA foi muito induzido no 5°
dia, entretanto diferencas estatisticas s foram observadas no 8° dia. Em relagéo ao MeJA, esse

foi inibido pelas plantas receptoras de volateis sintéticos, com exce¢do do 6° dia. Nas plantas
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receptoras de volateis induzidos, 0 MeJA foi induzido durante toda a exposicao, exceto no 4°

dia.

Esses fitohormonios sdo potentes indutores de defesa (Heil & Ton 2008, Ueda et al.
2012, Kant el al. 2009) e sdo transportados pelo ar e vias vasculares das plantas. O MeJA e
MeSA séo sinalizadores cruciais na regulacdo da resisténcia induzida a herbivoros e patdgenos.
Também tem sido documentado que esses compostos se movem no sistema vascular e também
se volatilizam, regulando a resisténcia induzida (Heil & Ton 2009). As plantas combinam as
duas vias de transporte desses sinalizadores, o que favorece uma reacao de defesa sistémica
cuidadosamente equilibrada ao local de ataque por herbivoros e agentes patogénicos (Heil &
Ton 2009). Ainda, ressalta-se que tanto MeSA quanto MeJA ativam a transcricdo de genes de
defesa que irdo promover a biossintese de novos volateis (Okada et al. 2015), tais como TMTT
e GLV. Esses ultimos promovem a biossintese dos fitohrmonios (MeSA e MelA)

potencializando as respostas de defesas (Das et al. 2013).
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Figura 23. Outros volateis emitidos por C. floribundus receptor de VS (A) e VI (B). O gréfico representa a razdo entre os receptores e seus respectivos controles. A

linha representa o limiar entre os compostos inibidos (abaixo de 1) e emitidos (acima de 1). * Representam as diferencas estatisticas

62



Um fato interessante observado no presente estudo foi a inibicdo de alguns compostos
volateis de laminas foliares de C. floribundus receptoras de VS e VI. A literatura relata que a
inibicdo dos volateis pode ocorrer na presenca de herbivoria, como no Tetranychus urticae por
exemplo, este herbivoro possui capacidade de suprimir defesas induzidas de plantas de tomate
a niveis mais baixos (Kant et al. 2008). T. evansis tambeém reduz significantemente as defesas
nessas mesmas plantas (Sarmento et al. 2011), inibindo algumas proteinas de defesa e volateis,
como Metil salicilato. De acordo com Schwartzberg (2014) os pulgdes inibem as defesas das
plantas suprimindo a emissdo de compostos organicos volateis que atraem predadores,
aparentemente pela eliminacdo direta da molécula de sinalizacdo chave, o acido jasmonico. A
inibicdo ndo seria esperada no processo de comunicagdo via volateis, ja que ndo se trata de um
contato direto de sugadores na lamina foliar. No entanto, foi observado uma inibicdo para 3-
Careno e 3-Hexen-1-ol em laminas foliares exposta a VI e VS, indicando que o buqué de
volateis induzidos pela herbivoria sdo os responsaveis pela inibigdo nessas plantas receptoras e

ndo o ataque do herbivoro.

Os resultados do presente trabalho indicam claramente que individuos sadios de C.
floribundus respondem a volateis sintéticos e a volateis induzidos por T urticae, sugerindo que
as plantas sadias, quando em contato com o buqué de volateis especificos, ativam 0s sinais
quimicos de alerta contra ao ataque de possiveis predadores e dessa forma, é estabelecido o

processo de comunicacado entre individuos sadios e infestados.
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6. Considerac0es Finais

Croton floribundus mostrou-se ser uma planta com alto potencial de resisténcia, pois
muitos dos volateis emitidos constitutivamente por essa espécie sao considerados importantes
na repeléncia de pragas e relevantes para as relaces tritroficas com outros organismos.

Além disso, essa espécie respondeu ao estimulo causado pelos volateis sintéticos e por
volateis induzidos por T. urticae. As respostas das plantas receptoras foram distintas, como por
exemplo B Farneseno foi induzido em receptoras de VS e o Farneseno em receptoras de VI,
entre outros. Os resultados demonstram claramente que a composi¢do quimica do buqué de
volateis, € dependente dos fatores fisico-quimicos relativos a emissao desses compostos, como
volatilidade, temperatura e umidade no ambiente, e dos fatores bi6ticos intrinsecos a inducgéo
pela herbivoria, como variabilidade genética da planta, populacao e género da herbivoria, entre
outros, sdo importantes no processo de comunicacao.

Um dos resultados de destaque observado no presente estudo foi a producdo do
composto TMTT em ambas as plantas receptoras (VS e V1) no 5° dia, e sua auséncia no buqué
de volateis em plantas expostas a T. urticae. A producdo desse composto é um forte indicativo
de que as plantas receptoras de C. floribundus perceberam os volateis sintéticos e induzidos ao
ponto de ativar sua defesa quimicas indiretas e se protegerem precocemente de possiveis
agentes agressores.

Compreender as habilidades de comunicacdo das plantas com outras plantas, insetos e
microrganismos, intra e interespecificos usando os milhares de volateis como mediadores é um
grande desafio. Entretanto, estudos nessa area podem proporcionar um alto retorno, pois podera
trazer medidas alternativas para a agricultura convencional e, especialmente, para o sistema de
agroecologia. Por exemplo, utilizar os COV de plantas nativas como armadilhas quimicas para
afastar possiveis predadores, ou até mesmo, utiliza-los para atrair inimigos naturais em
cultivares, pode ser uma excelente alternativa de semioquimicos para controle bioldgico de

pragas.
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E de extrema importancia o desenvolvimento de medidas alternativas para a agricultura
tradicional para que possamos ter um planeta mais sustentavel, saudavel e harmonioso para as
pessoas e outros organismos presentes. Por fim, é necesséario que os conhecimentos gerados
com a ciéncia bésica possam ser aplicados e testados em campo, favorecendo o
desenvolvimento da ecologia quimica e desvendando os mistérios por tras da linguagem

quimica das plantas.
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