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Semioquimicos envolvidos nas interacGes intra e interespecificas de Oryzophagus
oryzae (Lima, 1936) (Coleoptera: Curculionidae) e Thaumastocoris peregrinus
Carpintero & Dellapé, 2006 (Heteroptera: Thaumastocoridae)

Resumo

Além de sinais tateis, visuais e auditivos os insetos utilizam semioquimicos, ou sinais
quimicos, na mediacdo de diversos tipos de interagdo entre individuos da mesma
espéecie e de espécies diferentes. A comunicagdo entre insetos de mesma espécie €
realizada através de semioquimicos chamados de feromonios, que podem ser
classificados dependendo da funcgdo que exercem, por exemplo, sexual ou de agregacéo.
A mediacdo quimica entre seres vivos de espécies diferentes ocorre atraves de
substancias quimicas chamadas de aleloquimicos. Eles sdo classificados de acordo com
a espécie que se beneficia com o sinal emitido, o emissor ou o receptor. Todos esses
compostos sdo estudados pela Ecologia Quimica, disciplina que busca conhecer os
mecanismos da comunicagdo quimica entre os seres vivos através da identificacdo dos
compostos quimicos envolvidos. Além disso, por causarem mudangas no
comportamento das espécies, 0s semioguimicos sdo cada vez mais estudados com o
objetivo de manipular espécies-pragas e inimigos naturais na agricultura. Neste
contexto, foram estudados os insetos-praga Oryzophagus oryzae e Thaumastocoris
peregrinus. Para a primeira espécie, praga de plantacdes de arroz irrigado, investigou-se
aspectos comportamentais em busca do horéario da atividade sexual e da sequéncia de
comportamentos pré-copula. Em seguida, realizaram-se diferentes técnicas de extragao
de semioquimicos (Capitulo 1). No Capitulo 2, investigou-se os aspectos morfolédgicos
relacionados a atividade aquatica de O. oryzae. Ja o percevejo-bronzeado-do-eucalipto,
T. peregrinus, praga de plantacdes de Eucalyptus spp., foi estudado com o objetivo de
detectar e identificar os compostos quimicos produzidos e emitidos por ninfas e adultos
(Capitulo 3), além de investigar os compostos organicos volateis (COVs) emitidos por
Eucalyptus benthamii, testando o efeito da alimentagdo de T. peregrinus e do dano

mecanico, visando entender a relacdo inseto-planta (Capitulo 4).

Palavras-chave: comportamento de cépula, comportamento de natagdo, ecologia
quimica, extracdo de corpo, compostos organicos volateis (COVs).



Semiochemicals involved in the intra and interspecific interactions of Oryzophagus
oryzae (Lima, 1936) (Coleoptera: Curculionidae) and Thaumastocoris peregrinus
Carpintero & Dellapé, 2006 (Heteroptera: Thaumastocoridae)

Abstract

Besides tactile, visual and sound signals, insects use semiochemicals or chemical
signals to mediate different types of interactions among conspecifics or interspecifics.
The communication among insects of the same species is accomplished with
semiochemicals called pheromones, which can be classified depending on their
function, for example, sexual or for aggregation. The chemical interaction among
different species is accomplished with semiochemicals called allelochemicals and they
are classified according to whom benefits from the emitted signal, the emitter or the
receptor. All compounds mentioned above are studied by Chemical Ecology, a
discipline that aims to explain the mechanisms of chemical communication among all
living organisms, through the identification of chemicals involved. Thus, because
semiochemicals cause behavioral changes of target species, they are constantly studied
to manipulate agricultural pests and their natural enemies. In this context, were studied
the pest species Oryzophagus oryzae and Thaumastocoris peregrinus. For the first
species, a pest of irrigated rice plantations, were investigated behavioral aspects
indicating the period sexual activity and the sequence of pre-mating behaviors.
Subsequently, different technics were used to extract semiochemicals (Chapter 1). In
Chapter 2, were investigated the morphological aspects associated with O. oryzae
aquatic activity. Additionally, the bronze bug T. peregrinus, pest of Eucalyptus spp.
plantations, was studied with the objective of identifying the chemical compounds
produced and emitted by nymphs and adults (Chapter 3). Thus, were identified the
volatile chemical compounds (VOCs) emitted by Eucalyptus benthamii plants, testing
the effects of T. peregrinus feeding activity and of mechanical damage, aiming to

understand the insect-plant interaction (Chapter 4).

Keywords: sexual behavior, swimming behavior, chemical ecology, whole body

extraction, volatile organic compounds (VOCs).
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Fig. 32 Espectros de massas (GC-MS) e de infravermelho (GC-FTIR) do composto
minoritério butirato de 3-metilbut-3-en-1-ila (A) e do majoritério butirato de 3-metilbut-
2-en-1-ila (B), identificados no extrato de adultos de Thaumastocoris peregrinus

(Heteroptera: ThaumastOCOIAAE). ......cveiverireieiiese e e et re e e 80

Fig. 33 (A-D) Numero de respostas de machos e fémeas acasalados, e de fémeas virgens
de T. peregrinus (Heteroptera: Thaumastocoridae) a solugdes sintéticas (IME e 5ME)
vs. hexano (controle). Solugdes (30:1): IME - 750 ng: 25 ng e 5SME - 3.750 ng: 125 ng.
Majoritario: butirato de 3-metilbut-2-en-1-ila e Minoritario: butirato de 3-metilbut-3-en-
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CAPITULO 4
Fig. 34 Cromatogramas representativos dos COVs (1-12) emitidos por plantas de

Eucalyptus benthamii 24h ap6s os tratamentos: herbivoria de Thaumastocoris
peregrinus (Heteroptera: Thaumastocoridae), dano mecénico e controle. As flechas
indicam os trés compostos majoritarios emitidos em maior concentracdo apds a

herbivoria (COMPOSIOS 1, 7 € L11). cueeieeiicie e 95

Fig. 35 Quantidade média de COVs emitidos por plantas de Eucalyptus benthamii 24h a
120h apds a herbivoria de Thaumastocoris peregrinus (Heteroptera: Thaumastocoridae),
comparados com os tratamentos de dano mecanico e controle. Analise estatistica:
MANOVA (P < 0,05). Letras diferentes indicam diferencas significativas entre o0s
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Fig. 36 Espectro de massas (esquerda - 1A, 7A e 11A) e de infravermelho (direita — 1B,
7B e 11B) dos trés compostos majoritarios emitidos por plantas de Eucalyptus
benthamii apds a herbivoria de Thaumastocoris peregrinus (Heteroptera:
THAUMASTOCOTTAAR). ....evviviitiiticieeiee e bbb 98

Fig. 37 COVs emitidos por plantas de Eucalyptus benthamii 24h ap6s a herbivoria de
Thaumastocoris peregrinus (Heteroptera: Thaumastocoridae). * Composto néo

identificado; PI: padréo interno (trideCan0)..........ccoovererenenienenieeeeeee e 100
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Fig. 38 Dinamica de emissdo dos COVs majoritarios (a-pineno, aromadendreno e
globulol) liberados por plantas de Eucalyptus benthamii entre 24h e 120h apos a
herbivoria de Thaumastocoris peregrinus (Heteroptera: Thaumastocoridae). Analise
estatistica: ANOVA (P < 0,05). As letras diferentes indicam diferencas significativas
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Fig. 39 Dindmica de emissdo dos COVs (numeros de 1-12) produzidos por plantas de
Eucalyptus benthamii durante a fotofase e escotofase apds a herbivoria de
Thaumastocoris peregrinus (Heteroptera: Thaumastocoridae) (24h - 96h). Analise
estatistica: MANOWVA (P < 0,05). .c.oiiieiiiiiieesienie et 102

Fig. 40 (A-D) Numero de respostas de fémeas acasaladas (idade: 3-20 dias) de
Thaumastocoris peregrinus (Heteroptera: Thaumastocoridae) aos COVs de Eucalyptus
benthamii de extratos de planta apds herbivoria e controle, de plantas ap6s herbivoria e
controle e de solugGes de a-pineno em duas concentragdes diferentes (180 ng e 15 ng),
em um olfatdmetro em Y. * Significativo; ns: ndo significativo com P < 0,05. Analise
estatistica: Teste Binomial (P < 0,05). Concentracdes de a-pineno: 180 ng — equivalente
a emissdo de plantas 24h ap6s a herbivoria; 15 ng — equivalente a emissdo de plantas

CONETOIE. e 103

Fig. 41 (A-C) Numero de respostas de fémeas virgens (idade: 3-20 dias) de
Thaumastocoris peregrinus (Heteroptera: Thaumastocoridae) aos COVs de Eucalyptus
benthamii de extratos de planta apds herbivoria e controle, de plantas ap6s herbivoria e
controle, e de solucBes de a-pineno (180 ng), em um olfatdmetro em Y. * Significativo;
ns: ndo significativo com P < 0,05. Andlise estatistica: Teste Binomial (P < 0,05).
Concentragbes de a-pineno: 180 ng — equivalente & emissdo de plantas 24h apos a
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1 INTRODUCAO GERAL
1.1 Comunicacdo Quimica

Além de sinais tateis, visuais e auditivos os insetos utilizam semioquimicos, ou
sinais quimicos, na mediacdo de diversos tipos de interacdo entre individuos da mesma
espécie e de espécies diferentes.

A comunicagdo entre insetos de mesma especie é realizada através de
semioquimicos chamados de feromonios, que podem ser classificados dependendo da
funcdo que exercem. Os feromonios de trilha geralmente sdo emitidos por formigas e
formam um rastro de sinais quimicos indicando o caminho para outras formigas da
mesma espécie. Os feromonios sexuais tém funcdo de atracdo do sexo oposto para a
copula e sdo produzido por um dos sexos. Por exemplo, fémeas de Grapholita molesta
(Busck 1916) (Lepidoptera: Tortricidae) emitem um feroménio sexual que atraem
machos (Botton et al. 2001). Os feromdnios de agregacédo, geralmente emitidos por um
dos sexos, atraem ambos 0s sexos, sinalizando a descoberta de uma fonte alimentar e
facilitando a copula. Por exemplo, machos do bicudo-do-algodoeiro (Anthonomus
grandis Boheman, 1843) (Coleoptera: Curculionidae) produzem um feroménio de
agregacao que atraem machos e fémeas para a fonte alimentar (Fernandes et al. 2001).
Além da funcdo de atracdo, os feromonios também podem ter funcéo repelente, como é
0 caso dos feroménios de alarme geralmente produzidos por insetos sociais e por
percevejos, para alertar coespecificos sobre alguma situacao de perigo.

A mediacdo quimica entre espécies diferentes de seres vivos ocorre através de
substancias quimicas chamadas de aleloquimicos. Eles séo classificados de acordo com
a espécie que se beneficia com o sinal emitido. Por exemplo, os alomonios favorecem a
espécie emissora (geralmente substancias de defesa da espécie emissora), 0s
cairomonios favorecem a espécie receptora (geralmente utilizados pelo predador na
localizacdo da presa) e os sinomdnios com 0s quais ambas as espécies, receptora e
emissora, sao favorecidas (por exemplo, 0s compostos que atraem parasitoides emitidos
por plantas apds a herbivoria).

Todos esses compostos sdo o objeto de estudo da Ecologia Quimica, ciéncia que
busca conhecer os mecanismos da comunicag¢do quimica entre 0s seres vivos através da
identificacdo dos compostos quimicos envolvidos. Além disso, por causarem mudancas
no comportamento das espécies, 0s semioquimicos sao cada vez mais estudados com o

objetivo de manipular espécies-pragas e inimigos naturais.
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1.2 Semioquimicos na Agricultura

Dentro dos programas de manejo integrado de pragas (MIP), feromdnios sexuais
sintéticos sdo bastante utilizados nas técnicas de coleta massal, confuséo sexual e em
armadilhas atrai-e-mata, com o objetivo de manter os niveis populacionais abaixo do
nivel de dano econdmico. Feromonios também sdo utilizados para 0 monitoramento das
populacbes-praga, 0 que permite ao produtor conhecer os niveis populacionais ao longo
do tempo, facilitando a determinacdo do momento correto da aplicacdo do inseticida.
Nas diferentes técnicas sao utilizados principalmente feromonios sexuais e de
agregacao.

Exemplos do uso de feromonios podem ser encontrados em diferentes culturas
pelo mundo. Sdo exemplos no Brasil, 0 monitoramento das populacdes de Anthonomus
grandis Boheman, 1843 através do feromdnio de agregacdo (Grandlure®) produzido
pelos machos (Fernandes et al. 2001), e o uso do feroménio de agregagéo (Rincoforol®)
para coleta massal da broca-do-olho-do-coqueiro Rhynchophorus palmarum L., ambos
curculionideos (Ferreira 2007). Além disso, pode-se ressaltar o monitoramento de
populacdes de Migdolus fryanus (Westwood 1863) (Coleoptera: Vesperidae) em cana-
de-acucar (Leal et al. 1994) e de Ecdytolopha aurantiana (Lima, 1927) (Lepidoptera:
Tortricidae) em citros (Bento et al. 2001), ambos através da liberacdo do feroménio
sexual produzido pelas fémeas. Outro caso é o de monitoramento e confusdo sexual de
Grapholita molesta (Busck 1916) (Lepidoptera: Tortricidae) em pomares de macd,
péssego, pera, ameixa e néspera, através da liberacdo do feromdnio sexual (Biolita®)
produzido pelas fémeas (Botton et al. 2001).

Os métodos de controle baseados na utilizacdo de semioquimicos contribuem
para a racionalizacdo do uso de inseticidas e, como consequéncia a essa diminuicdo, ha
uma reducdo dos custos de producdo e do impacto ao meio ambiente. Essa diminuicdo
do uso de inseticidas € relevante diante do panorama atual, no qual a produgdo agricola
mundial sofre com exigéncias de alta produtividade aliada a preservacdo dos recursos
naturais. Por isso, novas técnicas de controle de pragas que utilizem menos inseticidas
devem ser desenvolvidas. Segundo Picket (2012), a Ecologia Quimica, que € uma
disciplina intrinsicamente multidisciplinar, deve ser expandida para que forneca novas
tecnologias para a producdo sustentavel de alimento frente ao aumento populacional
mundial e as mudancas climaticas.

Além de envolver métodos de captura de insetos-praga através de armadilhas

feromonais, a Ecologia Quimica também busca entender a comunicagdo entre 0s

16



diferentes niveis tréficos, por exemplo, entre as plantas e os insetos-praga, através do
estudo dos aleloquimicos. Sabe-se que geralmente os insetos herbivoros reconhecem e
localizam suas plantas hospedeiras através da deteccdo de misturas caracteristicas de
volateis emitidas por elas (Webster et al. 2010). Por exemplo, o afideo Toxoptera
aurantii Boyer (Hemiptera: Aphididae) mostrou-se atraido por volateis de folhas verdes
liberados por plantas de Camellia sinensis (L.) O. Kuntze (Theaceae) (Han et al. 2012).
No entanto, um determinado grupo de compostos pode ser atraente ou repelente
dependendo do contexto em que estejam inseridos. Por exemplo, o afideo Aphis fabae
Scopoli, 1763 (Hemiptera: Aphididae) foi atraido pelo conjunto de compostos emitidos
por sua planta hospedeira, Vicia faba (Fabaceae). No entanto, quando os compostos
foram apresentados isoladamente, eles causaram repeléncia, ou seja, ndo foram
reconhecidos como pertencentes a planta hospedeira (Webster et al. 2010). Esse
exemplo demostra a complexidade na qual o reconhecimento de compostos volateis esta
envolvido. No entanto, com estudos aprofundados em cada sistema é possivel manipular
a emissdo de compostos, atraindo ou repelindo espécies alvo. Um exemplo da utilizacdo
de volateis de planta no controle de pragas ¢ a técnica do “push and pull” (“repelir e
atrair”). O objetivo desta técnica é tornar a planta cultivada ndo atrativa ou repelente
para as pragas (push) e ao mesmo tempo atrai-las (pull) para outra fonte, retirando-as da
area de interesse (Cook et al. 2007). Nessa técnica pode-se utilizar além dos compostos
das plantas para atracdo e repeléncia, pistas visuais que simulem a planta hospedeira,
feromonios sexuais e de agregacéo para atracdo e feromdnios de alarme para repeléncia.
Um exemplo bem sucedido em pequenas propriedades africanas é a plantacdo de
Melinis minutiflora @ Desmodium uncinatum intercaladas com o milho (Zea mays) ou
sorgo (Sorghum bicolor). Estas plantas liberam compostos repelentes para lepidopteros
como Chilo partellus, Eldana saccharina, Busseola fusca e Sesamia calamistis, que s&o
atraidos pelos volateis emitidos por Pennisetum purpureum ou Sorghum vulgare
sudanense, afastando as pragas do milho.

Este exemplo demonstra a importancia de se identificar compostos de plantas e
de se testar o efeito nas pragas. Portanto, estudos basicos que identifiquem compostos
de plantas e testem sua atividade nas espécies-praga sdo 0 primeiro passo para a criagdo

de novas estratégias de controle.
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1.3 O estudo da Ecologia Quimica

Para o estudo da Ecologia Quimica de determinada espécie ou sistema, tem-se
como objetivo principal a deteccédo e identificagdo dos semioquimicos envolvidos. Para
a extracdo de feromdnios sdo utilizadas diferentes técnicas, como a extracdo direta da
glandula produtora de feromonio, quando se conhece a sua localizacdo, e a aeracdo de
machos e fémeas separadamente, que possibilita a deteccdo de compostos sexo-
especificos (Zarbin et al. 1999). Como base para os estudos quimicos, o comportamento
dos insetos precisa ser investigado. A partir destes estudos sdo obtidas informacdes
utilizadas no desenvolvimento da metodologia de extracdo e de bioensaios, revelando
informagdes importantes do comportamento da praga, como por exemplo, qual sexo é
responsavel pela atracdo sexual, qual é atraido e o horario de atividade sexual (e.g.
Hedypathes betulinus Cerambycidae, em Fonseca et al. 2009). Por exemplo, existem
insetos que emitem feroménio apenas em algumas horas do dia, restringindo o horério
possivel de extracdo. E o caso de Sternechus subsignatus Boheman, 1836 (Coleoptera:
Curculionidae), praga da soja, cujo feromonio de agregacao € liberado apenas durante a
fotofase, com pico de emisséo entre a 4* e 6% h (Ambrogi e Zarbin 2008). Neste caso,

tanto a extracdo de compostos quanto os bioensaios devem ser realizados nesse horario.

2 ORGANIZACAO DA TESE

Nesta tese estudaram-se os insetos-praga Oryzophagus oryzae (Lima, 1936)
(Coleoptera: Curculionidae) e Thaumastocoris peregrinus Carpintero & Dellapé, 2006
(Heteroptera: Thaumastocoris). Primeiramente, com o objetivo de iniciar os estudos de
Ecologia Quimica de O. oryzae, praga de plantacGes de arroz irrigado, investigou-se
aspectos comportamentais em busca do horério da atividade sexual e da sequéncia de
comportamentos pré-cépula. Em seguida, realizaram-se diferentes técnicas de extracdo
de semioquimicos e analisaram-se os resultados (Capitulo 1). No Capitulo 2, investigou-
se 0s aspectos morfoldgicos relacionados a atividade aquética de O. oryzae.

Ja o percevejo-bronzeado-do-eucalipto, T. peregrinus, foi estudado com o
objetivo de detectar e identificar os compostos quimicos produzidos e emitidos por
ninfas e adultos (Capitulo 3). Estes estudos foram baseados em dados comportamentais
e bioldgicos fornecidos pela Embrapa Florestas, através do Dr. Leonardo Barbosa.

Além dos compostos quimicos produzidos pelo percevejo-bronzeado, buscou-se
também conhecer 0s compostos organicos volateis (COVs) emitidos por Eucalyptus

benthamii, testando o efeito da alimentacdo de T. peregrinus e do dano mecanico na
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emissdo dos volateis da planta-hospedeira, visando entender a relagdo inseto-planta
(Capitulo 4).
Esta tese foi dividida em duas partes, a primeira relacionada aos estudos de O.

oryzae (Capitulos 1 e 2), e a segunda aos estudos de T. peregrinus (Capitulos 3 e 4).
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PARTE |

Oryzophagus oryzae (Lima, 1936)

(Coleoptera: Curculionidae)
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Reconhecimento de compostos cuticulares, comportamento de copula e
metodologias de extracdo de semioquimicos do gorgulho-aquatico-do-arroz
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CAPITULO 1

Reconhecimento de compostos cuticulares, comportamento de cépula e metodologias
de extracdo de semioquimicos do gorgulho-aquatico-do-arroz Oryzophagus oryzae

(Lima, 1936) (Coleoptera: Curculionidae)

Resumo

Oryzophagus oryzae, conhecido como gorgulho-aquatico-do-arroz, é praga importante
em plantacOes de arroz irrigado no sul do Brasil. As larvas se alimentam das raizes do
arroz causando prejuizos econdmicos e o controle é realizado principalmente através de
inseticidas. Com o objetivo de descrever o comportamento de copula e de investigar a
presenca de semioquimicos intermediando o reconhecimento e o comportamento sexual
de O. oryzae foram realizados bioensaios e testadas diferentes metodologias de extragéo
de feroménio, como aeracao e extracdes de corpo, agua e abdémen de machos e fémeas
separadamente. Os bioensaios revelaram que os casais foram sexualmente ativos
principalmente nas primeiras horas da fotofase e escotofase e que os adultos copularam
e re-copularam na presenca de agua. Na auséncia da &gua apenas 10% dos adultos
copularam, pois os casais ndo se encontraram. No bioensaio da sequéncia de
comportamentos pré-copula, quatro passos foram observados (a-d): a aproximacdo da
fémea do macho (a); a monta do macho na fémea (b); o mecanismo de “tapping” (c), no
qual o macho tocou a cabeca da fémea com seu primeiro par de pernas a preparou para a
copula, o aceite da fémea e a copula (d). As fémeas sempre foram atraidas para os
machos, os encontrando embaixo d’agua antes que eles tentassem a coOpula; apos a
copula, os machos apresentaram atividade de guarda de duracdo variada, que preveniu a
atividade sexual das fémeas com outros machos e permitiu a re-cépula. As aeracdes e
extracdes de agua e de abddmen ndo revelaram a presenca de semioquimicos
especificos intermediando a atracdo sexual. As extracBes cuticulares revelaram que
machos e fémeas apresentam compostos quimicos similares. Esses compostos foram
identificados como aldeidos (hexadecanal, octadecanal e eicosanal) e uma cetona
(nonadecan-2-ona), ndo hidrocarbonetos, talvez em fungdo do seu habito aquatico. Os
bioensaios sugeriram que 0s machos reconhecem as fémeas por meio da composicao

cuticular.

Palavras-chave: aeracédo, extracdo de cuticula, sequéncia pré-copula.
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Cuticular compounds recognition, mating behavior and extraction methodologies of
semiochemicals of the rice water weevil Oryzophagus oryzae (Lima, 1936) (Coleoptera:

Curculionidae)

Abstract

Oryzophagus oryzae, the rice water weevil is an important pest of irrigated rice
plantations in the South of Brazil. Larva feed on rice roots causing economic losses and
control is performed mainly with insecticides. To describe the mating behavior and to
investigate the presence of semiochemicals mediating the recognition and the sexual
behavior of O. oryzae bioassays were performed and different pheromone extraction
methodologies were tested, as aeration and whole body, water, and abdomen extractions
of males and females separately. Bioassays revealed that couples were sexually active
mainly in the first 3 hours of photophase and scotophase and that adults mated and re-
mated in the presence of water. In the absence of water, only 10% of adults mated,
because couples did not find each other. In the sequence of pre-mating behaviors
bioassay, four steps were observed (a-d): female approached male (a); male mounted
female (b); tapping mechanism (c), males tapped females head using his forelegs
preparing her for copulation; female accepted male and they mated (d). Females were
always attracted to males, seeking them under water before males tried to mate; after
copulation, males showed guarding activity of variable duration, which prevented
female sexual activity with rival males and allowed remating. Aerations and water and
abdomen extractions did not reveal the presence of specific semiochemicals mediating
the sexual attraction. Cuticule extractions revealed that males and females had similar
cuticular chemical compounds. These compounds were identified as aldehydes
(hexadecanal, octadecanal and eicosanal) and a ketone (nonadecan-2-one), not as
hydrocarbons, maybe because of its aquatic life habits. Bioassays suggested that males

recognized females by their cuticle composition.

Keywords: aeration, cuticle extraction, pre-mating sequence.
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1 INTRODUCAO
1.1 A cultura e a praga

A producdo de arroz (Oryza sativa L. — Poaceae) no Brasil entre os anos de
2009/2010 foi de mais de 11 milhdes de toneladas e a previsdo para a safra de
2012/2013 é de quase 12 milhdes. As plantacdes de arroz, que podem ser de dois tipos
sequilho ou irrigado, estdo distribuidas nos estados do Rio Grande do Sul, Santa
Catarina e Mato Grosso, sendo que o cultivo de arroz irrigado, encontrado nos estados
da regido sul, contribui com 54% da producdo nacional (MAPA 2013).

Diversas pragas prejudicam a producéo de arroz e dentre elas, destaca-se 0
curculionideo Oryzophagus oryzae (Lima, 1936) (Coleoptera: Curculionidae), um dos
insetos mais prejudiciais a orizicultura irrigada do Brasil (Carbonari et al. 2000). A
larva de O. oryzae, conhecida como bicheira-da-raiz, causa danos severos ao sistema
radicular em plantacdes de solo inundado (Martins et al. 1996), pois ao se alimentarem
das raizes, reduzem severamente a capacidade de absor¢do de nutrientes
comprometendo o desenvolvimento da planta (Martins et al. 2001). O adulto, conhecido
como gorgulho-aquético-do-arroz, raramente causa prejuizos econdémicos em lavouras
implantadas através de semeadura em solo seco desnudo ou com cobertura vegetal
dessecada. Nestes sistemas os insetos intensificam a alimentacdo nas folhas de arroz
quando as plantas ja estdo mais fortalecidas (aproximadamente 25 dias de idade), na
época de irrigacdo por inundacdo das lavouras (Martins et al. 1993). No entanto, em
sistemas de arroz pré-germinado, devido a distribui¢do das sementes em solo ja alagado
(Epagri, 1998), os adultos se estabelecem na cultura mais cedo, destruindo uma
quantidade consideravel de plantulas (Lima 1951).

Sdo observadas duas geracfes anuais desta praga e os adultos podem ficar até
150 dias em diapausa até o novo plantio. Os adultos de O. oryzae, no Rio Grande do
Sul, permanecem em diapausa entre os meses de abril a outubro (periodo de entressafra)
nos restos de plantacdes de arroz e na base de gramineas e ciperaceas vizinhas a lavoura
(Pugliese, 1955). No més de outubro, os adultos voam para as plantag¢Ges irrigadas de
arroz, onde se alimentam e se reproduzem provavelmente estimulados pelo inicio das
chuvas da primavera (Hickel E. comunicacdo pessoal). As larvas de O. oryzae séo
aquaticas e necessitam de locais irrigados para sobreviver, por isso as chuvas podem ser
uma indicacdo de que os insetos vao encontrar as plantacdes ja alagadas, permitindo a

reproducéo.
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O dano causado pelas larvas de O. oryzae deve ser evitado principalmente em
lavouras manejadas para altas produtividades (Pulver e Carmona 2004), por isso 0s
produtores utilizam inseticidas como método de controle usual desta praga. No entanto,
outras formas de controle j& foram testadas. Pode-se utilizar cultivares de arroz
resistentes como a cultivar Dawn, com nivel de infestacdo reduzida (Silva et al. 2003;
Martins et al. 1993), e combinacGes de agentes entomopatogénicos, como Beauveria
bassiana a inseticidas, que reduzem em até 90% o nivel de infestacdo larval em arroz
pré-germinado (Prando e Sosa-Gomes 1998). No entanto, em algumas situacdes, estas
medidas sdo insuficientes para evitar que o nivel de infestacdo larval seja
economicamente prejudicial a cultura, tornando necessaria a adogdo do controle
quimico. Com o0 uso de inseticidas, no entanto, ocorre um aumento dos custos de
producdo e dos riscos de contaminacdo ambiental (Martins et al. 2001).

Para que a utilizagdo de inseticidas diminua e seja menos agressivo ao meio, o
desenvolvimento de um sistema de manejo integrado para O. oryzae é de fundamental
importancia. Cada vez mais 0s semioquimicos vém sendo utilizados como material
atraente em culturas comerciais, através de armadilhas de captura massal e/ou
monitoramento populacional. E o caso de Anthonomus rubi (Herbst, 1795) (Coleoptera:
Curculionidae), praga de morango na Europa, cujo feromonio sexual foi utilizado em
armadilhas. As capturas detectadas pelo menos uma semana antes dos primeiros danos
causados na plantacdo promoveram um conhecimento importante a respeito da época de
aplicacdo de inseticidas, prevenindo prejuizos (Cross et al. 2006).

No Brasil, é possivel adquirir semioquimicos sintéticos para 0 manejo integrado
de pragas. Por exemplo, o feroménio de agregacédo sintético de Cosmopolites sordidus
(Germar, 1824) (Coleoptera: Curculionidae) nomeado de Cosmolure® é utilizado como
substancia atraente na técnica de coleta massal desta praga. Esta tecnologia reduz a
populacdo da praga a um nivel que ndo causa danos econémicos (Romano e D’Agostino
2003a). O Rhynchophorol® (feroménio sexual sintético), associado a iscas de cana-de-
acucar, também é utilizado para monitorar e realizar a coleta massal da praga-chave dos
coqueiros, a broca Rhynchophorus palmarum (Linnaeus, 1758) (Coleoptera:
Curculionidae) (Romano e D’ Agostino 2003b).

Assim sendo, 0 manejo integrado de pragas utilizando semioquimicos, atraves
do desenvolvimento de substdncias atraentes que auxiliem no monitoramento
populacional e em armadilhas de captura em massa é uma alternativa que pode

incentivar uma reducdo do uso de inseticidas, a diminui¢do de custos de producdo, um
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menor impacto ao meio ambiente e uma producdo de alimento com maior qualidade

para o consumidor.

1.2 Estudos Comportamentais

Estudos sobre o comportamento de copula auxiliaram a evidenciar a presenca
feromonios de contato em Aegorhinus superciliosus (Guérin) (Curculionidae) (Mutis et
al. 2009). No entanto, em besouros aquaticos (e.g. Neochetina spp., Euhrychiopsis
lecontei Dietz e O. oryzae) ndo existem informacGes a respeito do comportamento
sexual. Em espécies de Neochetina spp. (Coleoptera: Curculionidae) foram investigados
a biologia, a alimentacdo, as preferéncias de oviposicdo (Stark e Goyer 1983) e 0s
aspectos praticos da eficiéncia do controle biologico (Wright e Center 1984), e em E.
lecontei (Coleoptera: Curculionidae), o papel da visdo para localizar a planta
hospedeira, Myriophyllum spicatum Linnaeus (Reeves e Lorch 2011), e 0S compostos
quimicos que influenciaram a atracdo dos insetos a essas plantas (Marko et al. 2005).
Bioensaios de comportamento de O. oryzae poderiam auxiliar as investigacbes de
semioquimicos através de informacGes basicas, como qual sexo atrai e qual sexo é
atraido, assim como o horério de atividade sexual. Esses semioquimicos podem fazer
parte de mecanismos de atracdo e reconhecimento entre 0s sexos e, portanto, novos
métodos de monitoramento e controle poderiam ser desenvolvidos com base nesses

compostos.
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2 OBJETIVOS
2.1 Geral
e Analisar o comportamento de copula de Oryzophagus oryzae e investigar a
presenca de feromonios atuando na comunicagéo sexual desta espécie.
2.2 Especificos
e Através de bioensaios com O. oryzae, investigar:
a sequéncia de comportamentos pre-copula;
0 periodo da atividade sexual;
a duracdo e numero de copulas por casal;
a influéncia da agua na copula;
a resposta de machos e fémeas em copula na presenca de machos rivais;
a resposta de machos frente a fémeas lavadas e “pintadas” com seu extrato
cuticular.
e Testar diferentes metodologias de extracdo de compostos quimicos buscando a

presenca de feroménios em O. oryzae.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Obtengdo e manutencdo de O. oryzae

Adultos de O. oryzae foram obtidos de plantacbes de arroz irrigado da Estacéo
Experimental de Itajai da Empresa de Pesquisa Agropecuaria e Extensdo Rural de Santa
Catarina S.A. (EPAGRI), durante o periodo de outubro a dezembro de 2009-2012. Os
insetos foram enviados para o Laboratdrio de Semioquimicos — Universidade Federal do
Parana em Curitiba/Parana e mantidos em plantas de arroz suscetiveis (Oryza sativa var.
SCS 114 Andossan) cultivadas em copos plasticos de 400 ml com agua.

Como os insetos foram obtidos diretamente do campo ndo foi possivel definir a
idade e o estado sexual de machos e fémeas (virgens ou acasalados).

Antes de cada experimento os insetos foram sexados e os casais foram criados

aleatoriamente.

3.2 Bioensaios de copula

Casais foram observados a cada 5 min durante 12h de fotofase e 12h de
escotofase. As observacdes durante a escotofase foram realizadas numa sala climatizada
(24 £ 1°C) com fotoperiodo invertido (12D: 12N) durante o dia (das 8:00 as 20:00)
através do uso de uma lanterna recoberta com papel celofane vermelho, de modo que a
luminosidade néo foi percebida pelos insetos. As observacdes durante a fotofase foram
realizadas no mesmo horéario, com o fotoperiodo nédo invertido.

Cada réplica foi composta por um copo plastico de 400 ml coberto por um tecido
transparente (voil) e preso com elastico que continha um casal criado aleatoriamente,
150 ml de 4gua e uma planta de arroz de aproximadamente 30 dias de idade (12 a 15 cm
de comprimento). Os copos foram posicionados um ao lado do outro para facilitar a
observacao (Fig. 1). No total, foram observados cerca de 40 casais em cépula durante a
fotofase e 40 durante a escotofase. Em fungdo da rejeicdo dos machos por algumas
fémeas apenas 30 casais por fotoperiodo foram considerados para as analises. Durante
as observacdes, os casais foram classificados em trés condicdes: separados um do outro,
montados (equivalente a atividade de guarda apds a primeira cépula) ou em cépula. A
distingédo entre a copula e a monta foi baseada na posicdo do macho em relacéo a fémea
(Fig. 2). Durante a monta, os machos permaneceram em posi¢do horizontal (180°) em
relacdo a fémea. Durante cOpula, a posicdo do macho em relacdo a fémea foi de
aproximadamente 60°. Os casais considerados em copula permaneceram nessa posi¢éo

(60° em relacé@o a fémea) por pelo menos trés observagdes seguidas (15 min). Baseados
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nesse experimento foram estimados o numero e a duragdo de copulas por casal. A
porcentagem de casais em copula foi estimada para intervalos de 30 min.

Para alcancar o valor de 30 casais em coOpula este valor, pois em algumas
repeticdes ndo houve copula (devido a idade e estado sexual dos insetos) cerca de 40

casais foram observados por fotoperiodo.

Fig. 1 Esquema experimental dos bioensaios de cépula de Oryzophagus oryzae
(Coleoptera: Curculionidae) que avaliou a duracdo e o nimero de c6pulas por casal e 0
periodo da atividade sexual durante a fotofase e escotofase. Cada copo pléstico continha

um casal de O. oryzae, 150 ml de 4gua e uma planta de arroz.

3.3 Cépula na auséncia de agua

Este experimento foi realizado nas primeiras 3h da fotofase, com base nos
resultados do experimento anterior (periodo de atividade sexual maior) com 0 mesmo
esquema experimental do experimento anterior (Fig. 1), no entanto ndo foi adicionada
agua dentro dos copos plasticos. No total, 30 réplicas foram avaliadas analisando o
numero de casais em copula. Este resultado foi comparado com o experimento anterior,

no qual havia dgua no interior do copo plastico.
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Fig. 2 Casais de Oryzophagus oryzae (Coleoptera: Curculionidae) embaixo d’agua
sobre folha de arroz demonstrando a diferenca angular da posi¢do do macho em relagédo

a fémea durante a cépula (a) e a monta (b).

3.4 Sequéncia de comportamentos pré-cépula
Durante as primeiras 3h da fotofase, a sequéncia de comportamentos pré-cépula
dos casais foram analisados (n = 20). A metodologia foi a mesma citada previamente

(Fig. 1), no entanto, as observac6es foram de uma réplica por vez.

3.5 Copula na presenga de machos rivais

Um casal em copula e trés machos rivais foram colocados no interior de copos
plasticos que continham 150 ml de agua e uma planta de arroz de aproximadamente 30
dias de idade. Este numero de machos foi utilizado para que a probabilidade de
interacdo entre os machos rivais e o casal em copula fosse maior. As reagfes do macho

em coOpula, dos machos rivais e da fémea foram observadas (n = 10).

3.6 Extragdo dos compostos cuticulares das fémeas e resposta dos machos

Os compostos quimicos presentes na cuticula das fémeas foram extraidos com
30 pl de hexano bidestilado (HPLC-grade) durante 10 min. Em seguida, foi realizada
uma segunda extracdo com 100 ul de hexano por 10 min, garantindo que compostos
cuticulares residuais fossem removidos. O primeiro extrato de cuticula da fémea (30 pl)
foi concentrado para 15 pl com uma corrente de ar filtrado e o segundo extrato foi

descartado.
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Sobre um papel toalha, a fémea cuja cuticula foi extraida foi oferecida a dois
machos, um em seguida do outro, e a resposta dos machos foi registrada. Em seguida,
10 ul do primeiro extrato de cuticula da fémea foram reaplicados ao corpo dela, ou seja,
ela foi pintada com seu extrato e novamente oferecida aos machos. A resposta dos

machos a essas fémeas pintadas foi anotada (n = 20).

3.7 Extracdo de compostos cuticulares de machos e fémeas

Extracdes de machos e fémeas separadamente (n = 15 por sexo) contendo de 15
a 30 insetos/réplica, dependendo da disponibilidade de insetos, foram realizadas por 30
min em hexano bidestilado (HPLC-grade) na quantidade necessaria para cobrir 0s
insetos (150 ul a 200 pl). Os extratos foram concentrados na proporgéo de 1 inseto por 1
ul e analisados por cromatografia gasosa (GC-2010 - Shimadzu), cromatografia gasosa
acoplada a espectrometro de massas (GC-MS-QP 2010 Plus - Shimadzu), e
cromatografia gasosa acoplada a um espectrometro de infravermelho (GC-FTIR) (GC-
2010 acoplado a DiscovIR-GC — Shimadzu). Os extratos foram injetados (1 ul)
utilizando o método splitless e temperatura do injetor de 250°C. A temperatura do forno
foi mantida em 50°C por 1 min e elevada até 250°C com taxa de 7°C min™, e mantida
por 10 min. O GC e 0 GCMS foram equipados com colunas RTX-5 (30 m x 0.25 mm
i.d. e 0.25 um de espessura de filme; Restek, Bellefonte, Pennsylvania, USA) utilizando
hélio como gas carreador e coluna com pressdo de 170 kPa. Todas as andlises utilizaram
0S mesmos parametros. A quantificacdo dos compostos presentes nos extratos foi
realizada através da comparacdo da area de um padréo interno (C13 — tridecano) com 0s
picos relevantes. Na analise de infravermelho (GC-FTIR), o GC foi operado no modo
splitless e equipado com a coluna capilar DB-5 (0,25 um, 0,25 m x 30 m) (J&W
Scientific, Folsom, California, EUA) com hélio como gas carreador. A temperatura do
forno foi mantida a 50°C por 1 min e elevada até 250°C numa taxa de 7°C min"'. Um
detector fotocondutivo de mercdrio-cadmio-telurio (MCT) resfriado por nitrogénio

liquido foi utilizado com FT-IR de resolucdo de 8 cm™.

3.8 Aeracdo dos insetos, extratos de agua e extratos de abdémen de O. oryzae

Aeracdes de machos e fémeas foram realizadas em pares através de uma corrente
de ar filtrada (carvéo ativado) e umidificada no interior de camaras de vidro separadas
para cada sexo (30 cm x 15 cm) (Fig. 3 a). Em duas camaras separadas foram colocados

0 mesmo numero de machos e fémeas (de 15 a 1000 insetos por cdmara) e um numero
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suficiente de plantas de arroz (3 - 20) para alimenta-los (Fig. 3 b). Essa variagdo do
nimero de machos e fémeas por cAmara foi testada em funcdo do tamanho pequeno
desta espécie e da possibilidade de mais insetos emitirem feroménio e, portanto, do
extrato final ser mais concentrado. No total, foram realizadas 60 réplicas, sendo 1
réplica = 1 cdmara contendo machos + 1 cAmara contendo fémeas, cujos extratos foram
respectivamente comparados. Os volateis foram coletados a cada 24h em colunas
contendo Super Q (Alltech, Deerfield, IL). As extracbes foram feitas com 3 ml de

hexano bidestilado (HPLC-grade) e concentrados na proporcao de 1:1.

Filtro de
Colunas de vidro carvao ativado
contendo polimero e umidificador

adsorvente

Fig. 3 Sistema de aeracdo utilizado para Oryzophagus oryzae (Coleoptera:
Curculionidae). a) O ar que entra no sistema € filtrado, umidificado e segue em direcéo
aos insetos e plantas até passar por colunas de vidro contendo polimero adsorvente onde
os volateis ficardo retidos. b) Em maior detalhe, as cdmaras de machos e fémeas

contendo plantas de arroz.

No experimento no qual a agua foi extraida, 30 machos e 30 fémeas foram
mantidos separados em béqueres de 250 ml contendo 100 ml de agua e trés plantas de
arroz. Apos 48h, insetos e plantas foram removidos e 0s 100 ml de dgua foram divididos
em duas amostras de 50 ml. As amostras foram agitadas cinco vezes durante 30 seg com
100 ml de hexano bidestilado (HPLC-grade) ou éter destilado. Apos a agitacdo, 0s
solventes foram separados da dgua através de micropipeta, os extratos produzidos foram
concentrados para 2 ml e 1 uL de cada extrato foi injetado e analisado em GC e GC-
MS.
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No experimento de extracdo de abdomens de machos e fémeas, 0s insetos
tiveram seus abdomens destacados do corpo e seu contetido removido individualmente.
Apdbs limpeza minuciosa com pinca e papel, os abdomens (0 que restou foi cuticula)
foram extraidos por 30 min em 30 pl de éter destilado e/ou diclorometano. Foram
utilizados de 10 a 30 abdomens por réplica num total de 20 réplicas. Os extratos foram
concentrados na proporc¢ao de um abddmen/uL e 1 pL do extrato produzido foi injetado
e analisado em GC e GC-MS.

3.9 Identificacdo e sintese dos compostos cuticulares de O. oryzae

A identificacdo dos compostos cuticulares foi baseada em andlises de espectros
de massa (GC-MS) e coinjecdes com compostos sintéticos em duas diferentes colunas
(DB-5 e EC-1). Os compostos hexadecanal e octadecanal foram sintetizados através da
oxidagdo dos alcoois correspondentes, utilizando clorocromato de piridinio (PCC). O
composto eicosanal foi sintetizado através da reducdo do seu éster correspondente
utilizando hidreto de litio aluminio (LiAIH,;) e subsequente oxidagdo com PCC. A
nonadecan-2-ona foi sintetizada através da adicdo do reagente de Grignard ao
octadecanal gerando o alcool secundario que, em seguida, foi submetido a uma reacéao
de oxidacdo utilizando o reagente de Jones. Os compostos sintéticos, hexadecanol e
octadecanol, foram adquiridos da Acros Organics (Geel, Turnhout, Belgium) e o

estearato de metila da Aldrich Chemical Company (Milwaukee, WI, USA).

3.10 Anélises estatisticas

O software R, versdo 2.13 (R Development Core Team, 2011), foi utilizado em
todas as analises. A normalidade dos dados foi confirmada através dos testes de
Liliefors e Shapiro-Wilk. Para comparar as médias do numero de copulas ocorridas na
fotofase e escotofase, 0 nimero de cOpulas na auséncia e na presenca de agua, e 0
namero de cépulas/casal foi utilizada a analise de variancia (ANOVA) no modelo linear
generalizado (GLM) (Quasi-Poisson). A duracdo das copulas por casal também foi
avaliada através de uma ANOVA-GLM (Gaussian). A comparagdo das quantidades dos
compostos cuticulares de machos e fémeas foi realizada atraves do teste néo
paramétrico de Wilcoxon. Para todas as anlises, quando o P > 0,05 os dados foram

considerados néo significativos.
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4 RESULTADOS
4.1 Sequéncia de comportamentos pré-cépula

A seguinte sequéncia de quatro passos foi observada até que ocorresse a copula
(Fig. 4). A fémea aproximou-se do macho (passo a); depois que ela tocou 0 macho ou
se aproximou o bastante, ele se aproximou, montou (passo b) e tentou a cépula. O
primeiro contato entre fémeas e machos ocorreu na agua em todas as réplicas. A fémea
recusou a primeira tentativa de cépula em 90% das réplicas. Apds a recusa, 0 macho se
movimentou sobre a parte dorsal da fémea e a tocou na cabegca com o primeiro par de
pernas (mecanismo de tapping) (passo c), e em seguida, uma nova tentativa de cépula
foi feita. Esse passo, seguido por uma nova tentativa de copula se repetiu de 0 a 8 vezes
(média de 4,3 vezes). Entdo, a fémea moveu seu abdémen para o lado permitindo a

copula (passo d).

J (g

¥ el

Fig. 4 Sequéncia de comportamentos pré-copula de Oryzophagus oryzae (Coleoptera:
Curculionidae) (a-d): (a) fémea nadou em direcdo ao macho; (b) macho montou na
fémea; (c) macho se movimentou no dorso da fémea e a tocou na cabeca com seu 1° par

de pernas (mecanismo de tapping); (d) fémea aceitou o0 macho e a copula ocorreu.
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Apbs a copula, os machos permaneceram montados nas fémeas até a re-copula.
Neste experimento, 50% dos casais foram desconsiderados das andlises porque as

fémeas rejeitaram os machos e ndo houve cépula.

4.2 Bioensaios de copula

Os casais copularam durante o dia e a noite (Fig. 5) e o pico de atividade sexual
ocorreu na 2% h da fotofase (87% dos casais em coépula). Ndo houve diferencas
estatisticas entre o nimero de coOpulas total, 0 nimero de cdpulas por casal (Fig. 6) e a
duracdo das coOpulas por casal (Fig. 7) durante a fotofase e a escotofase (periodos de
12h) (F =1,53; P =0,22; F= 1,32, P = 0,25; F = 0,64, P = 0,42, respectivamente). A
média calculada foi de 5,37 copulas na fotofase e de 6,33 na escotofase e a duracdo
média das copulas foi de aproximadamente 310 min na escotofase e 279 min na

fotofase.

100% -
90% - —+— Fotofase

80% - LN ---m-- Escotofase
70% -
60% -
50% -

40% -

30% -

20% T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1

Porcentagem de casais em copula

00:30
01:00
01:30
02:00
02:30

Fig. 5 Frequéncia de copulas de Oryzophagus oryzae (Coleoptera: Curculionidae) (com

barras de erro) estimada a cada 30 min durante a 1* — 12% h da fotofase e escotofase.

Os machos permaneceram em atividade de guarda (montados nas fémeas) por
periodos que variaram de 5 — 160 min na fotofase e de 5 — 250 min na escotofase. Apos
a primeira copula, 50% dos casais na fotofase e 36% na escotofase ficaram separados

por um periodo de 5 — 365 min e 5 — 270 min, respectivamente. A atividade de guarda
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foi observada por periodos que variaram entre 5 — 160 min na fotofase e entre 5 — 150

min na escotofase.

numero de casais

Numero de cépulas por casal

5

O fotofase

M escotofase

8§ 9 10 11 3 14

12 1 15

6 7
Numero de copulas

Fig. 6 Numero de cépulas por casal de Oryzophagus oryzae (Coleoptera: Curculionidae)

estimada para os 30 casais analisados durante a fotofase e escotofase.

600

500

tempo de copula (min.)

1 2 3 4

Duracao das copulas por casal

O fotofase

W escotofase

6 7 8 9 1011 1213 14 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 20 30

casais (n° 1 - 30)

Fig. 7 Duracdo (min.) das copulas por casal de Oryzophagus oryzae (Coleoptera:

Curculionidae) estimada para os 30 casais analisados durante a fotofase e escotofase.

Na comparacdo entre o numero de copulas na presenga ou auséncia de agua,

mais copulas ocorreram na presenca de &gua (F = 479,86; P < 0,001) (Fig. 8). Na

auséncia de agua apenas trés casais copularam.
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Comparacio do niimero total de casais em cépulas
na fotofase com e sem agua

30 Osem agua
W com agua

2 25
g
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=]
£
=
-
] 15
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=
H 10
S
1#]
2
A 5
Z

0

00:30 01:00 01:30 02:00 02:30 03:00

Horario de 30 min a 3h

Fig. 8 Comparacdo do numero total de casais de Oryzophagus oryzae (Coleoptera:

Curculionidae) em cépula na fotofase (30 min — 3h) com agua e sem agua.

4.3 Cépula na presenca de machos rivais

Os casais reagiram contra o interesse dos machos rivais durante ou apds a
cépula. Os machos rivais andaram sobre o casal em cdpula em 90% das repeticOes e
30% deles se posicionaram entre a fémea e 0 macho. A Unica resposta observada do
macho em copula foi sua permanéncia sobre a fémea, em atividade de guarda. Em 40%
das réplicas, as fémeas se afastaram dos machos rivais carregando os machos montados

sobre elas.

4.4 Extracdo dos compostos cuticulares das fémeas e resposta dos machos
Os machos ndo foram atraidos sexualmente as fémeas lavadas com hexano (Fig.
9 a). Apenas apds a reaplicacdo dos extratos cuticulares nas fémeas, o reconhecimento

sexual foi reestabelecido e 70% dos machos montaram nas fémeas (Fig. 9 b).
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a) FEMEA LAVADA:

HEXANO
. 65% 0% passou sobre ¢
nao s€ moveu
/ \ e se afastou
se afastou montou
b) FEMEA PINTADA:

EXTRATO DE CUTICULA

ndo se moveu 0% 70% passou sobre ¢
/ \ e se afastou
se afastou montou

Fig. 9 Respostas comportamentais (em %) dos machos de Oryzophagus oryzae a fémeas

lavadas (a) e a fémeas pintadas com extrato cuticular (b).

4.5 Extracdo de compostos cuticulares de machos e fémeas

A andlise dos extratos revelou a presenca de quatro compostos majoritarios nas
fémeas, com diferencas quantitativas entre os sexos (Fig. 10, Tabela 1). Esses
compostos foram identificados como aldeidos e cetona (hexadecanal, octadecanal,
eicosanal e nonadeca-2-ona). Apesar das fémeas terem apresentado maior concentracdo
para todos os compostos (Fig. 10), ndo houve diferenca significativa entre as
concentragdes presentes nos extratos cuticulares de machos e fémeas (hexadecanal: W =
27, P = 0,80; octadecanal: W = 34, P = 0,26; nonadeca-2-ona: W = 40, P = 0,053;
eicosanal: W =24, P =1) (Tabela I).
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Fig. 10 Comparacdo dos perfis cromatograficos do extrato cuticular em hexano de
machos e fémeas de Oryzophagus oryzae. Pl — padréo interno; * — contaminante ou

sangramento de coluna.

Tabela |. Quantificacdo (ng) dos compostos quimicos identificados nos extratos
cuticulares de machos e fémeas de Oryzophagus oryzae (Coleoptera: Curculionidae) EP

— erro padrdo; ns — sem diferencas estatisticas.

Compostos o
TR quirgicos Fémeas (ng) Machos (ng)
Média EP Média EP
22,309 Hexadecanal 1108 + 580 883 + 445 ns
25,159 Octadecanal 30,73 £ 12,89 21,43 + 1091 ns
26,259 Nonadecan-2-ona 898 £ 456 7,11 £ 6,20 ns
27,769 Eicosanal 3,83 £ 183 14,61 £ 13,20 ns

4.6 Aeracdo dos insetos, extratos de agua e extratos de abdémen de O. oryzae
Né&o foram encontradas diferencas consistentes nos extratos de machos e fémeas

através das metodologias de extracdo testadas.
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5 DISCUSSAO

Os primeiros passos da sequéncia de comportamentos pré-cépula (b-c) (Fig. 4)
revelaram que os machos tentaram copular varias vezes antes que as fémeas 0s
aceitassem como parceiros. As fémeas recusaram a primeira tentativa de copula 90%
das vezes. Os machos tentaram copular com a mesma fémea de 0-8 vezes antes de
serem aceitos, com a média de quatro tentativas por macho. De acordo com Seymour e
Sozou (2009), quando as fémeas ndo aceitam 0s machos imediatamente, elas estdo
testando o macho. Os machos considerados com um fitness melhor tém duracéo de
corte maior.

Em algumas espécies de gorgulhos, como H. postica (LeCato e Pienkowski
1970) e Diaprepes abbreviatus (L.) (Sirot et al. 2007), os machos utilizam um
mecanismo chamado de “tapping” (caricia) ou “stroking” (passar a mao, alisar) para
“acalmar” a fémea prevenindo o esforgo ou a preparando para a insercdo do edeago. Em
H. postica, imediatamente ap6s a monta, 0 macho acaricia 0 pronoto e a cabeca da
fémea com suas antenas, tanto antes quanto durante a cépula. Em D. abbreviatus, o
macho toca com suas antenas o torax ou os élitros da fémea. Nesta espécie, 0 macho
também ocasionalmente fricciona o tarso do Gltimo par de pernas alternadamente aos
ventritos abdominais da fémea durante a cépula. Em O. oryzae, no passo ¢ do
experimento de comportamento pré-cépula (Fig. 2), os machos tocaram as fémeas antes
da cépula até que a fémea os aceitasse. Depois de aceitos esse comportamento nao foi
mais observado, mas a re-copula ocorreu até 15 vezes. Portanto, esse mecanismo de
“tapping” ou “stroking” pode ter sido utilizado pelo macho para preparar a fémea para a
copula.

Nos bioensaios de copula observou-se que na escotofase, as copulas tiveram
duracdo média total de aproximadamente 310 min. Essa duragdo foi muito maior do que
no gorgulho-da-alfafa, Hypera postica Gyllenhal (Coleoptera: Curculionidae), que teve
duracdo média de 58 min de monta (LeCato e Pienkowski 1970). Considerando o
namero de cdpulas/casal, o valor maximo foi de 10 e 15 cépulas/casal, respectivamente,
na fotofase e escotofase. Ja os casais de Hypera postica copularam no maximo 10 vezes
(LeCato e Pienkowski 1970). Por isso, pode-se dizer que os casais de O. oryzae
possuem intensa atividade sexual, principalmente nas primeiras horas da fotofase e da
escotofase.

Em um estudo com o gorgulho-da-batata-doce, Euscepes postfasciatus

(Fairmaire) (Coleoptera: Curculionidae), Sato e Kohama (2007) testaram duas hipdteses
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referentes ao comportamento de guarda da fémea pelos machos. As hip6teses eram de
que a guarda da parceira sexual contribui para a prevencdo de futuras copulas com
machos rivais (hipdtese 1) e/ou contribui no ganho de novas copulas (hipotese 2). Os
autores concluiram que o comportamento de guarda em E. postfasciatus era explicado
pela hipotese 2. Em nosso estudo, ambas as hipdteses podem ser aceitas. A primeira
hipotese é suportada pelo fato de que os machos rivais disputaram as fémeas com os
machos em cépula e a atividade de guarda foi suficiente para prevenir que 0s machos
rivais conseguissem copular. Comportamento este que ja foi relatado para outros
Curculionidae (Polak e Brown 1995). A segunda delas € corroborada pelo fato de que os
casais re-copularam até 15 vezes.

Neste estudo observou-se que fémeas de O. oryzae copularam vérias vezes (2 —
15 vezes) com 0 mesmo macho e que estes permaneceram montados nas fémeas apos a
primeira cOpula, guardando as parceiras para re-copula. Em outras espécies de
Curculionidae, incluindo o gorgulho-da-alfafa Odoiporus longicollis Oliver e o
gorgulho Hylobitelus xiaoi Zhang as fémeas também foram observadas em copula com
0 mesmo parceiro durante o dia e a noite (LeCato e Pienkowski 1970; Padmanaban e
Sathiamoorthy 2001; Wen et al. 2004).

No sul do Brasil, durante 0 més de outubro, adultos de O. oryzae se deslocam
voando até as plantacGes de arroz onde se alimentam e se reproduzem, provavelmente
estimulados pelo inicio das chuvas (Hickel, E. comunicacdo pessoal). O gorgulho-
aquatico-do-arroz nada muito bem e possui escamas com propriedades hidrofébicas e
um plastro que permite sua permanéncia embaixo d’agua (Martins et al. 2012 — Anexo
1, referente ao Capitulo 2), além disso, as larvas sdo aquaticas e precisam de plantacfes
irrigadas para sobreviverem. Por isso, as chuvas poderiam ser um indicativo de que 0s
insetos teriam agua para se reproduzirem. De acordo com 0s experimentos, a agua foi
um fator importante para que os casais se encontrassem, porque na auséncia de agua
houve uma reducdo drastica no nimero de casais em cOpula. Nos copos plasticos
utilizados nos experimentos de cdpula na auséncia de agua, fémeas e machos andavam
para localizar seus parceiros, enquanto que na presenca de agua, as fémeas encontraram
0s machos nadando.

Apesar do uso de diferentes técnicas, métodos e solventes, 0s experimentos nio
evidenciaram a presenca de nenhum composto quimico nos machos que poderia
explicar essa atracdo das fémeas. Nesses experimentos, diferentes fatores foram levados

em consideracdo, incluindo a emissdo de compostos na agua ou no ar, solventes com
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polaridades diferentes que poderiam extrair melhor compostos de polaridades variaveis,
0 numero de insetos por cAmara de aeragao.

Apesar de nenhum composto macho-especifico ter sido detectado, as extracdes
cuticulares revelaram que os machos reconheceram o0s compostos de cuticula das
fémeas e responderam a eles com a monta. Esta resposta foi perdida apos a lavagem das
fémeas e foi reestabelecida apds as fémeas terem sido pintadas com seus préprios
extratos cuticulares. Analisando os cromatogramas dos extratos cuticulares de machos e
fémeas foram detectados os mesmos compostos, mas em concentracfes diferentes. No
entanto, essa diferenca quantitativa ndo foi suportada pelas andlises estatisticas, pois as
concentragdes variaram muito (Tabela I). Surpreendentemente, esses compostos nédo
foram identificados como hidrocarbonetos, 0 que seria esperado para insetos de habitos
terrestres, mas como aldeidos (hexadecanal, octadecanal e eicosanal) e uma cetona
(nonadecan-2-ona) (Fig. 10). Compostos pouco polares (e.g. hidrocarbonetos) nao
foram detectados em O. oryzae em quantidades significativas. Essa diferenca da
composicao cuticular de O. oryzae com a de outros insetos pode estar relacionada com
seus o0s habitos aquaticos. Em testes preliminares, apos as fémeas terem sido pintadas
com 0s quatro compostos cuticulares individualmente e agrupados, o reconhecimento
pelos machos ndo foi reestabelecido, indicando que mais compostos poderiam estar
envolvidos. O reconhecimento de fémeas através dos compostos de cuticula também foi
evidenciado no gorgulho-da-framboesa, Aegorhinus superciliosus (Guerin) (Coleoptera:
Curculionidae). Nesta espécie, as extracdes cuticulares revelaram que apesar de machos
e fémeas possuirem os mesmo compostos, suas concentracdes foram diferentes e os
machos reconheceram 0s compostos presentes na cuticula das fémeas (Mutis et al.
2009).

No campo, milhares de adultos de O. oryzae podem ser encontrados nas
plantacOes irrigadas de arroz, diminuindo a possibilidade de machos e fémeas ndo se
encontrarem. Possivelmente ap6s a diapausa, as chuvas estimulem os insetos a voarem
até as plantacdes de arroz aonde se alimentam e se reproduzem (Hickel E. comunicagao
pessoal). No entanto, a existéncia de um feroménio macho especifico responsavel pela
atracdo de fémeas, carreado pela 4gua, ndo pode ser descartada, pois explicaria a atracdo
das fémeas no experimento da sequéncia de comportamentos pré-copula (Fig. 4). Tal

feroménio também explicaria a diminui¢do do nimero de copulas na auséncia de agua.
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Estudos futuros devem focar no desenvolvimento de métodos de extracdo de
agua que examinem a existéncia de semioquimicos em O. oryzae e em experimentos

comportamentais que esclarecam a atracdo dos adultos as plantacdes.

6 CONCLUSOES

A partir dos experimentos comportamentais foi observado que O. oryzae possui
intensa atividade sexual nas primeiras horas da fotofase e escotofase, que os adultos
copularam e re-copularam em qualquer horario do dia na presenca de agua, que 0s
machos demonstram o comportamento de guarda da fémea com duracdo variavel, que
preveniu a atividade sexual da fémea com machos rivais e que permitiu a re-cépula e
que as fémeas foram sempre atraidas aos machos antes que eles tentassem a copula.

Além disso, foi descrito o comportamento de “tapping” ou ‘“stroking” com
funcdo de preparar as fémeas para a copula e foi demonstrada a importancia da agua
para que as fémeas encontrassem 0s machos nadando.

Os principais compostos encontrados nos extratos de cuticula de machos e
fémeas foram identificados como trés aldeidos (hexadecanal, octadecanal e eicosanal) e
uma cetona (nonadecan-2-ona), que seriam compativeis com a polaridade no ambiente

aquatico, ao contrario dos hidrocarbonetos.
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CAPITULO 2

Micrografias eletronicas, plastro e comportamento de natacdo de Oryzophagus

oryzae (Lima, 1936) (Coleoptera: Curculionidae)

Os resultados deste capitulo estdo publicados

na revista Micron/2012 (vide Anexo 1)
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CAPITULO 2

Micrografias eletronicas, plastro e comportamento de natacdo de Oryzophagus oryzae
(Lima, 1936) (Coleoptera: Curculionidae)

Resumo

As estruturas morfologicas de Oryzophagus oryzae e 0 comportamento de natacdo deste
inseto foram estudados e comparados com outros gorgulhos e besouros aquaticos. A
utilizagdo da microscopia eletronica permitiu o reconhecimento de trés tipos de escamas
hidrofébicas e a caracterizacdo de dois tipos de sensilas (tricdide e escamiforme). Com
base em observacdes ao microscopio, evidéncias morfologicas e comparagdes com
outras espécies de Curculionidae, foi suportada a hipotese de que as trocas gasosas em
adultos de O. oryzae sdo realizadas através de uma bolsa de ar presente abaixo dos
élitros e mantida por escamas hidrofébicas e pela margem interna denteada dos élitros.
A estrutura do plastro de O. oryzae € idéntica a da praga do arroz irrigado dos Estados
Unidos, Lissorhoptrus oryzophilus permitindo a utilizacdo dos mesmos métodos de
controle baseados na ruptura do plastro e na armadilha de captura de adultos para as

duas espécies.

Palavras-chave: trocas gasosas; sensilas antenais; praga do arroz; pelos hidrofébicos.
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Scanning electron micrographs, plastron structure and swimming behavior of

Oryzophagus oryzae (Lima, 1936) (Coleoptera: Curculionidae)

Abstract

The morphological structures and the swimming behavior of Oryzophagus oryzae were
studied and compared with various weevils and other relevant species. The use of
scanning electron microscopy facilitated the recognition of three different hydrophobic
scales and two types of sensilla, trichoid and squamiform. Based on the microscopic
observations of behavior, morphological evidence, and comparisons with other
curculionid species, it was supported that the gas exchange in O. oryzae adults relies on
a subelytral air store maintained by hydrophobic scales and a ribbed margin on the adult
elytra. This plastron structure is identical to that of Lissorhoptrus oryzophilus
supporting the application of similar control measures based on plastron disruption for
both species.

Keywords: air exchange; antennal sensilla; rice pest; hydrophobic hairs.
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1 INTRODUCAO

O curculionideo Oryzophagus oryzae (Lima, 1936) é a praga de arroz irrigado
mais importante do sul do Brasil (Santa Catarina e Rio Grande do Sul). Larvas e adultos
tem habito aquatico e sdo encontrados dentro d’agua. As larvas se alimentam das raizes
do arroz, danificando a planta e causando perdas significativas na produgéo
(Grutzmacher et al. 2008). Os adultos se alimentam raspando o parénquima foliar e
entram em diapausa durante os meses frios, em locais secos e préximos as plantacdes de
arroz, na base de gramineas (Mielitz et al. 1996).

Apesar da importancia agricola de O. oryzae, estudos que investiguem seus
aspectos bioldgicos e seus habitos de vida sdo escassos (e.g. Prando 1999). Com base
nesses estudos, informacgdes importantes poderiam ser utilizadas no desenvolvimento de
novas estratégias de controle e monitoramento. A medida de controle mais utilizada ¢é
através da aplicacdo de inseticidas, que depende do numero de larvas coletadas nas
raizes do arroz. Para Lissorhoptrus oryzophilus Kuschel, 1952 (Coleoptera:
Curculionidae), praga do arroz irrigado em planta¢ées nos EUA, cujo habito de vida €
muito similar ao de O. oryzae, 0 monitoramento é realizado através da contagem do
nimero de adultos nadando na &gua de irrigacdo (Hix et al. 2001). Neste caso, a
armadilha utilizada foi desenvolvida com base nas atividades aquéticas desta espécie.
Essa armadilha, desenvolvida com base na profundidade de natacdo dos adultos, é
checada a cada 24h - 36h e o niumero de adultos capturados € proporcional ao de larvas
presentes nas raizes.

Outra metodologia pouco estudada que pode ser utilizada no controle de pragas
aquaticas € baseada na interrupcdo do plastro, como por exemplo, para espécies de
Lissorhoptrus spp. (Hix et al. 2000; Leite et al. 1992). Neste estudo, 6leo vegetal foi
utilizado para romper o plastro. Esta estrutura, também chamada de plastrao, € um filme
de ar que funciona como uma branquia fisica (troca de gases) e esta localizada
geralmente sob as asas ou na superficie ventral do corpo de besouros e percevejos

aquaticos quando submergem e pode ser mantida através de cerdas hidrofdbicas.
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2 OBJETIVOS
2.1 Geral

Tendo em vista os métodos de controle testados para Lissorhoptrus spp., 0
objetivo geral deste estudo foi investigar o comportamento de natacdo de
Oryzophagus oryzae e, através da microscopia eletrdnica, confirmar ou refutar a

existéncia do plastro.

2.2 Especificos

Investigar as caracteristicas de natacdo de O. oryzae e compara-las com outras
espécies de insetos aquéticos, principalmente Lissorhoptrus oryzophilus.

Analisar as estruturas encontradas nas micrografias eletronicas de O. oryzae
avaliando possiveis funcGes na formacao do plastro e compara-las entre 0s sexos

e com outras espécies de insetos aquaticos, principalmente L. oryzophilus
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Insetos e comportamento de natagao

Os insetos examinados para este estudo foram obtidos da Empresa de Pesquisa
Agropecudria e Extensdo Rural de Santa Catarina (EPAGRI) em lItajai, Santa Catarina,
em outubro de 2009, e mantidos em potes plasticos com plantas de arroz germinadas no
laborat6rio com aproximadamente 30 dias de idade. Posteriormente, foram separados
para os estudos de comportamento de natacédo e de microscopia eletrdnica.

Em uma placa de Petri graduada em cm, 25 e 10 adultos foram filmados em
vista dorsal e ventral, respectivamente. Em um recipiente de vidro transparente, 10
insetos foram filmados em vista lateral. Em todos os casos, os adultos foram filmados
nadando por 5 min. Para a determinacdo da velocidade média (Vm) e o nimero de
golpes/min, com um golpe consistindo em uma protracdo e retracdo completas (Hix et
al. 2000), vinte adultos foram examinados e os quatro periodos mais longos de nado
(pelo menos 5 cm percorridos em cada caso) foram considerados. Em todas as
filmagens foi utilizada uma camera Canon A2000.

Durante a filmagem, os insetos também foram observados em relacdo a qualquer
comportamento relacionado a formacdo e/ou manutencdo de um plastro. Apos a
filmagem, os insetos foram examinados em microscopio estereoscopico na procura de

aspectos morfologicos que contribuissem para sua permanéncia embaixo d’agua.

3.2 Microscopia Eletrénica

Apbs sacrificados os insetos tiveram o segundo par de pernas removido e foram
dissecados entre a cabeca e 0 protdrax, e entre 0 protérax e 0 mesotdrax. As estruturas
foram montadas sobre uma fita de cobre fixada em placas de aluminio, de maneira a
apresentar as estruturas de interesse, e posteriormente cobertas com ouro. Os espécimes
foram examinados em microscopio eletrdnico Jeol JSM 6360LV no Centro de
Microscopia Eletronica da Universidade Federal do Parand. As microscopias eletronicas
(MEs) de O. oryzae foram comparadas com as das seguintes especies aquaticas e
terrestres presentes na literatura: L. oryzophilus (Hinton 1976; Hix et al. 2003);
Rhynchophorus palmarum (Linnaeus, 1758) (Said et al. 2003); Hypera postica
(Gyllenhal, 1813) (Bland, 1981); Curculio caryae (Horn, 1873) (Hatfield et al. 1976);
Endalus disgregus Burke, 1961 (= Notiodes), Eubrychius velatus (Beck, 1817),

Neochetina bruchi Hustache, 1926 e Hydronomus alismatis (Marsham, 1802) (=
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Bagous) (Hinton 1976); Hypera meles (F.) (Smith et al. 1976); e EImis maugei (Bedel)
(Thorpe e Crisp 1949).

A classificacdo das sensilas encontradas nas MEs de O. oryzae foram baseadas
em Zacharuk (1985), e a nomenclatura das escamas e sensilas foi baseada em Hix et al.
(2003): escamas hidrofébicas I , 11 e 111 — ramificadas, plumosas e de finas camadas,
respectivamente; sensilas tricoides — sensilas setiformes de forma sigmoide com pontas

com ganchos; sensilas escamiformes | e Il — sensilas de forma espatulada.

4 RESULTADOS
4.1 Bioensaio de natacdo e comportamento aquatico

A cuticula dos adultos de O. oryzae € hidrofobica e, até estes se encontrem
completamente submersos, tenderam a permanecer suspensos pela tensao superficial da
agua. Apds completamente submersos, os insetos nadaram principalmente abaixo da
superficie da 4gua com Vm = 0,96 + 0,29/seg, com alcance de 0,63 a 1,66 cm/seg e
tempo médio de golpes de natacdo de 0,17 = 0,04 segundos. No total, foram 5,85
golpe/seg. A propulsao foi alcancada através das pernas mesotoracicas, que se moveram
sincronicamente durante a protracao e retragdo, funcionando como um remo (achatadas
antero-posteriormente). As pernas protoracicas (estendidas para frente) e as
metatoracicas (estendidas para tras) funcionaram como estabilizadores. A virada foi
conseguida de forma idéntica a de L. oryzophilus com “a perna mesotoracica oposta a
direcdo da virada completando a sequéncia de protracdo e retracdo e a perna
mesotoracica do lado da virada empregando uma sequéncia de protracdo e retracdo mais
curta” (Hix et al. 2000). O modo de natacdo de O. oryzae é identico ao descrito para L.
oryzophilus. Desta forma, utilizou-se como modelo as figuras representativas

apresentadas em Hix et al. (2000), que estdo no Anexo 2.

4.2 Microscopia Eletrénica

Machos e fémeas de O. oryzae apresentam 0 corpo cobertos por escamas. Nao
houve diferencas entre machos e fémeas baseado nessas estruturas. Em ambos os sexos
ocorrem trés tipos de escamas hidrofdbicas (hsl, hsll, hslll), dois tipos de sensilas
escamiformes (ssl, ssll) e uma sensila tricoide (ts) (Fig 5-20). Suas localizacGes,

densidades e tamanhos encontram-se na Tabela II.

54



hslI

cuticular
groove

cuticular
wall

Figs. 11-16. Microscopia eletronica de Oryzophagus oryzae (Coleoptera: Curculionidae). 11) Vista ventral do abddmen da fémea: escama
hidrofébica (hsll) e sensila escamiforme (ssll); 12) Escama hidrofdbica (hsll) com projecdes longas no interior de projecBes de cuticula; 13)
Vista lateral do abdémen do macho: escama hidrofébica (hsll) e sensila escamiforme (ssll); 14) Escama hidrofébica (hsll) com projecGes longas
no interior de pogos formados por cuticula; 15) Vista lateral da coxa posterior do macho: escama hidrofobica (hsll); 16) Vista aproximada das

escamas hidrofdbicas (hsll) na coxa posterior do macho.
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cuticular
groove

Figs. 17-20. Microscopia eletronica de Oryzophagus oryzae (Coleoptera: Curculionidae). 17) Vista ventral da cabeca da fémea: escama
hidrofébica (hsll) com projecGes curtas no interior de pocos formados pela cuticula; 18) Vista ventral do élitro do macho, com foco na margem e
sua estrutura estriada; 19) Vista ventral da juncdo do pro e mesonoto da fémea: escama hidrofébica (hsll); 20) Vista aproximada da escama

hidrofdbica (hsll) com projecdes curtas no interior de projecdes cuticulares na juncdo do pro e mesonoto da fémea.
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Figs. 21-26. Microscopia eletronica de Oryzophagus oryzae (Coleoptera: Curculionidae). 21) Vista lateral do rostro e antena do macho: sensilas
escamiformes (ssl, ssll), escamas hidrofébicas (hsll, hslll), e sensila tricoide (ts). 22) Vista aproximada do escrobo: escamas hidrofébicas (hsll);
23) Vista dorsal do élitro do macho: pilares cuticulares suportando as escamas; 24) Vista aproximada da clava da antena da fémea: escamas
hidrofdbicas (hsl, hslll), sensila escamiforme (ssl), e sensila tricoide (ts). 25) Vista aproximada da clava da antena do macho: cuticular pit (cp),
escama hidrofdbica (hslll), e sensila tricdide (ts); 26) Vista lateral da mesotibia do macho e tarsos: pelos e sensila escamiforme (ssll).
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5 DISCUSSAO

De acordo com Chapman (1969), a maioria dos insetos utiliza as pernas
posteriores, ou menos frequentemente, as pernas mesotoracicas para o nado. Ambas as
pernas podem ser achatadas antero-posteriormente, formando uma estrutura parecida
com um remo. O gorgulho-aquatico-do-arroz utiliza as pernas mesotoracicas em forma
de remo para nadar e as pernas anteriores e posteriores tém funcao de estabilizacdo. Os
movimentos de natacdo de O. oryzae foram idénticos aos do gorgulho-do-arroz-irrigado
dos EUA, L. oryzophilus (Hix et al. 2003), utilizando as pernas mesotoracicas para a
propulsdo. Suas velocidades, no entanto, ndo s&o similares, pois L. oryzophilus é mais
répido, com Vm = 1,53 cm/seg (variacdo de 0,88 a 2,52 cm/seg) e média de golpes por
segundo de 5,67 (Hix et al. 2000).

Além de L. oryzophilus, nenhum outro gorgulho possui a mesma técnica de
natacdo de O. oryzae. Essas duas espécies pertencem a mesma subfamilia Erirhininae
que forma um grupo monofilético com Curculioninae (Marvaldi 1997). Os
curculionideos, Ochetina uniformis Pascoe e Ludovix fasciatus (Gyllenhal), nadam com
os trés pares de pernas, mas em L. fasciatus as pernas meso-toracicas tem funcédo
principal na propulsdo (Sousa et al. 2007). O modo de nado de O. oryzae também
diferiu de Litodactylus leucogaster, que utiliza os trés pares de pernas para a propulséo
(Buckingham e Bennett 1981) e de Bagous cavifrons LeConte e B. americanus LeConte
que utilizam as pernas protoracicas para propulsdo e alternam as pernas meso e
metatoracicas empurrando-as contra a tensdo superficial da agua (O’Brien e Marshall
1979).

Jé& a cuticula recoberta por escamas hidrofébicas de O. oryzae ndo tem funcgdo de
manter os insetos na superficie da d&gua como ocorre em Podura aquatica Linnaeus,
1758 (Collembola: Isotomidae), que podem se mover sobre ou na superficie da agua
(Chapman 1969).

Machos e fémeas de O. oryzae interagem e copulam embaixo da dgua e podem
permanecer embaixo d’agua por longos periodos de tempo. Chapman (1969) comentou
que insetos que permanecem constantemente submersos respiram por branquias ou
através de um plastro, sugerindo que a cuticula a prova d’agua esta relacionada aos
habitos respiratorios. Em observagdes sob lupa foi possivel notar bolhas de ar na por¢ao
final do abdémen de machos e fémeas que eram liberadas ou sugadas novamente para a

regido do subélitro. Notou-se também que os insetos flutuaram rapidamente para a
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superficie da agua apds se soltarem das plantas de arroz, indicando que estavam
guardando ar. Sem as plantas de arroz para se segurarem, os adultos ndo conseguiram

ficar embaixo d’agua no fundo do copo por muito tempo.

Tabela 1. Localizacdo e mensuracdes das escamas, sensilas e orificios cuticulares de

Oryzophagus oryzae (Coleoptera: Curculionidae).

Estrutura Local Tamanho

Sensila tricéide (ts) Clava da antena 12-24 pm

Sensila Escamiforme I (ssl) Antena: 1° e 6° segmento funicular ~ 17,5-27,5 um

Sensila  Escamiforme I . .
(ssil) Rostro, élitro e tibia 30-105,7 um
ss

Escama hidrofébica | (hsl)  Clava da antena 18,4 um

Rostro, coxas, juncdo do pronoto e
Escama hidrofébica Il (hsll) mesonoto, juncdo do fémur e tibia, 20,5-39,6 um

porcdo final do abddmen, cabeca.

Escama hidrofébica 1l Antena: 2°, 5° e 6° segmento

_ 25-32 pm
(hsli) funicular e clava
Orificios cuticulares (cp) Clava da antena 0,8 um

As MEs mostraram que O. oryzae possui escamas com propriedades
hidrofobicas na por¢éo final do abdémen (Fig. 11-16), nas coxas (Fig. 15-16), na juncdo
da cabecga com o protérax (Fig. 17), na juncdo do mesotdrax e metatérax (Fig. 19-20), e
na cabeca (Fig. 21-22, 24). Estas escamas estdo estrategicamente posicionadas e podem
manter o plastro subelitral conectado com os espiraculos, numa estrutura parecida a
descrita para a espécie EImis maugei (Bedel). De acordo com Flynn e Bush (2008), o
plastro deve estar em contato com o0s espiraculos para permitir a troca de gases. No
entanto, em E. maugei essa estrutura foi utilizada também no ajuste da flutuacéo
(Thorpe e Crisp 1949), e em O. oryzae néo foi observado nenhum ajuste dessa fungéo.
Em O. oryzae, além das escamas, que formam uma superficie hidrofobica, a
manutenc¢do do plastro também se deve a margem interna denteada dos élitros (Fig. 18),
permitindo o encaixe perfeitamente ajustado e prevenindo a entrada de agua ou a saida
do ar. O plastro mantido abaixo dos élitros de O. oryzae possui 0 mesmo padrdo
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descrito para L. oryzophilus, mantido por uma cuticula com propriedades hidrofébicas e
escamas que repelem agua.

Ainda em L. oryzophilus, outro plastro estruturado abaixo das escamas do corpo,
foi sugerido. O plastro seria suportado por numerosos pilares verticais que se ligam a
cuticula e se localizam abaixo das escamas na superficie do corpo, permitindo a
formagdo de uma lacuna de ar. Similarmente, em O. oryzae também foram observados
pilares abaixo das escamas da superficie ventral do térax, do abdémen e dos élitros (Fig.
23). Essa area de plastro poderia manter comunicacdo com o ar estocado embaixo dos
élitros atraves do sulco das articulages entre as margens laterais dos élitros, o esterno
abdominal e a pleura toracica abdominal. No entanto, apenas um estudo mais detalhado
nessas estruturas de O. oryzae poderia confirmar essa suposta conexao.

Em relacdo as escamas hidrofobicas de O. oryzae, a escama hsl foi encontrada
na clava da antena (Fig. 24), onde camadas finas de ar foram observadas na lupa
embaixo d’agua. Essa camada de ar suporta a hipdtese de Hix et al. (2003) para L.
oryzophilus, de que sua funcdo é formar uma bolha associada a clava da antena do
inseto. As escamas hsll sdo plumosas e foram encontradas no interior de sulcos
cuticulares (Figs. 14 e 17) e de paredes cuticulares projetadas (Figs. 12 e 20), mais
curtas (Fig. 15-17, 20) ou mais longas (Figs. 11-14). Na porcdo final do abddmen, foi
possivel observar escamas hsll no interior de paredes cuticulares e sulcos com projecoes
mais longas (Figs. 11-14), que alcancaram mais de 39 um. As escamas hsll presentes
nas articulacGes da cabeca, e entre o pronoto e 0 mesonoto tiveram projecdes menores e
também estavam dentro de sulcos cuticulares (Figs. 17, 19 e 20). As projecGes das
escamas hsll presentes ventralmente entre as juncBes coxais anteriores, médias e
posteriores (Figs. 15 e 16), no rostro e no escrobo (Figs. 21 e 22), também eram
menores e ndo estavam no interior de sulcos ou paredes cuticulares. Escamas com
estruturas similares foram encontradas atrds dos olhos de Hydronomus alismatis (=
Bagous), Bagous limosus, e no segundo e quinto ventritos abdominais de Eubrychius
velatus (Beck, 1817) (Coleoptera: Curculionidae) e Neochetina bruchi Hustache, 1926
(Coleoptera: Curculionidae), respectivamente (Hinton 1976). As escamas do tipo hsllI
séo finas e estavam posicionadas adjacentes umas as outras, cobrindo o segundo, quinto
e sexto segmentos funiculares e a clava da antena de O. oryzae (Figs. 18, 21 e 22).

As sensilas escamiformes foram encontradas no Gltimo segmento do funiculo e
pedicelo (ssl) da antena de O. oryzae (Figs. 21 e 24). As sensilas do tipo ssl ndo foram

encontradas nas antenas de outros curculionideos, exceto em L. oryzophilus (Hix et al.
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2003). Sensilas escamiformes maiores (ssll) foram encontradas nos élitros (Figs. 11 e
13), rostro (Fig. 21) e pernas (Fig. 26). Na mesotibia foram encontrados muitos pelos
(Fig. 26) utilizados durante a natacdo. A provavel funcdo das sensilas escamiformes esta
relacionada a propriorrecepcdo e mecanorrecepc¢do, indicando a posicdo da antena em
relacdo a orientagdo do corpo (ssl) e a velocidade de natacéo (ssll) (Hix et al. 2003).

Apesar das sensilas tricdides (ts) estarem presentes na clava das antenas, elas séo
muito diferentes das sensilas tricdides de outros curculionideos (Bland 1981; Hatfield et
al. 1976; Smith et al. 1976) que geralmente possuem uma base cilindrica mais larga e
uma ponta mais fina. O pelo do tipo Il descrito na antena de R. palmarum (Said et al.
2003) se parece com a sensila tricoide (ts) de O. oryzae, pois podem ser divididas em
duas (bifido); no entanto, em O. oryzae, podem ser trés ou mdaltiplas divisdes na ponta
da sensila, especialmente na primeira fila de sensilas (Fig. 24 e 25). No apice da clava,
as sensilas tricoides sdo mais curtas, finas e cilindricas. Conforme véo se aproximando
da base da clava, as ts vdo ficando mais compridas e menos cilindricas. Outras ts mais
longas ainda puderam ser observadas no abdémen, rostro e pernas de O. oryzae. As ts
das antenas tém provavel funcdo olfatéria e gustatdria, mas de acordo com Altner e
Prillinger (1980), apenas apos a investigacdo das estruturas internas das sensilas, seria
possivel definir sua funcéo.

As escamas hidrofobicas hsl, hsll, e hslll e as sensilas escamiformes ssl e ssll
também foram encontradas em L. oryzophilus nos mesmos locais (Hix et al. 2003). Ja os
pelos chamados de “tuft hairs” encontrados no primeiro segmento funicular das antenas

de L. oryzophilus ndo foram observados em O. oryzae.

Hix et al. (2000) sugeriram que surfactantes, microrganismos e outros agentes
poderiam ser utilizados na interrupgdo do plastro de L. oryzophilus. Leite et al. (1992)
mostraram que o Gleo de soja ou o 6leo de soja adicionado a Beauveria bassiana

promoveram o controle de 100% de adultos de Lissorhoptrus spp.

6 CONCLUSOES
Observou-se que O. oryzae tem o0 comportamento de natacdo idéntico ao de L.
oryzophilus baseado na propulsdo pelo movimento do segundo par de pernas,
funcionando o primeiro e o terceiro pares de pernas como estabilizadores. Foi suportada
a existéncia de um plastro localizado abaixo dos élitros e mantido por escamas
hidrofobicas e pela margem interna denteada dos élitros. Foram encontradas escamas
recobrindo os corpos de machos e fémeas e, em ambos 0s sexos, trés tipos de escamas
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hidrofobicas (hsl, hsll, hslll), dois tipos de sensilas escamiformes (ssl, ssll) e uma
sensila tricdide (ts) foram encontradas. Em funcdo da similaridade da estrutura de
manutencdo do plastro e do comportamento natatorio de O. oryzae e L. oryzophilus,
pode-se concluir que as mesmas medidas de controle baseadas na interrup¢do do plastro
por surfactantes e na armadilha de captura de adultos (formada por um objeto flutuante
e outro de captura), poderiam ser utilizadas no controle e monitoramento de ambas as

espécies.
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PARTE Il

Thaumastocoris peregrinus Carpinteiro & Dellapé, 2006

(Heteroptera: Thaumastocoridae)
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CAPITULO 3

Quimicos volateis quimicos de adultos e ninfas da praga do Eucalyptus spp.,
Thaumastocoris peregrinus Carpintero & Dellapé, 2006 (Heteroptera:

Thaumastocoridae)

Os resultados deste capitulo estdo publicados

na revista Psyche/2012 (vide Anexo 3)
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CAPITULO 3

Quimicos volateis de adultos e ninfas da praga do Eucalyptus spp., Thaumastocoris

peregrinus Carpintero & Dellapé, 2006 (Heteroptera: Thaumastocoridae)

Resumo

O heteroptero introduzido, Thaumastocoris peregrinus, € uma praga Severa de
plantacdes de Eucalyptus em varios paises do Hemisfério Sul. Os semioquimicos dos
Thaumastocoridae ndo sdo conhecidos, por isso, quimicos volateis de ninfas e adultos
de T. peregrinus foram identificados como possiveis guias num potencial controle com
feromonios. O conteudo das glandulas exdcrinas das ninfas, que sdo liberadas apds a
muda, foi identificado dos extratos das exuvias. Os adultos desta espécie ndo possuem a
glandula metatorécica funcional que é caracteristica para a maioria dos heteropteros. No
entanto, machos e fémeas possuem um 6rgdo de fixacdo de aparéncia glandular que eles
rapidamente externalizam posteriormente quando sdo perturbados. Extracdes do corpo
de machos e fémeas foram preparadas através do congelamento dos insetos em um
frasco de vidro, de modo que esse 6rgdo de fixacdo ficasse externalizado, e depois
disso, foram extraidos com hexano. Dentre os volateis extraidos das exdvias das ninfas
encontram-se 0s compostos, benzaldeido, acido hexandico, acido octandico, octanol,
(E)-2-octenol e decanal. Os volateis dos adultos incluiram o composto majoritario
butirato de 3-metil-but-2-enila e 0 composto minoritario, butirato de 3-metil-but-3-enila
que foram produzidos em quantidades diferentes dependendo do sexo e da idade dos
insetos. Machos acasalados e fémeas virgens foram atraidos para os extratos sintéticos
equivalentes a um macho. Machos acasalados rejeitaram o extrato sintético mais

concentrado (equivalente a cinco machos).

Palavras-chave: ecologia-quimica; percevejo-bronzeado; glandula abdominal.
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Volatile chemicals of adults and nymphs of the Eucalyptus pest, Thaumastocoris
peregrinus (Heteroptera: Thaumastocoridae)

Abstract

Thaumastocoris peregrinus is an introduced “true bug” that is now a severe pest in
Eucalyptus plantations of various Southern Hemisphere countries. The semiochemicals
of thaumastocorids are completely unknown; therefore, volatile chemicals from T.
peregrinus nymphs and adults were identified as possible leads for pheromones
potentially useful for control. The contents of nymphal exocrine glands, which are shed
at molting, were identified from extracts of exuviae. Adults lack functional metathoracic
scent glands that are characteristic of most heteropterans; however, both males and
females possess a glandular-appearing hold-fast organ that they quickly extrude
posteriorly when disturbed. Whole body extracts from males and females were prepared
by freezing the insects in a flask so that they extruded the hold-fast organ, and then
extracting with hexane. Volatiles from nymphal exuviae included benzaldehyde,
hexanoic acid, octanoic acid, octanol, (E)-2-octenol, and decanal. Adult volatiles
included the major compound 3-methyl-but-2-enyl butyrate and the minor compound 3-
methyl-but-3-enyl butyrate, which were produced in different quantities depending on
the sex and age of insects. Mated males and virgin females were attracted to one-male
equivalent synthetic extracts. Mated males rejected more concentrated synthetic extracts

(five-male equivalent).

Keywords: chemical ecology; bronze bug; abdominal gland.
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1 INTRODUCAO
1.1 A cultura e a praga

Em 2011, no Brasil, foram responsaveis em area plantada de Eucalyptus spp. 0s
segmentos industriais de papel e celulose (71,2%), siderurgia e carvdo vegetal (18,4%),
painéis de madeira industrializada (6,8%) e produtores independentes (3,6%). A area
ocupada por plantios florestais de Eucalyptus spp. foi de quase cinco milhdes de ha,
possuindo os estados de Minas Gerais e Sdo Paulo, mais de um milhdo de ha plantados,
seguido pelo Paranda com 800 mil ha. Os segmentos de madeira processada
mecanicamente (exceto madveis) e papel e celulose exportaram cerca de oito bilhdes de
dolares. Sendo que a participagdo do setor florestal na balanca comercial nacional foi de
quase 20% do saldo total do PIB (ABRAF 2012).

Existem inUmeras pragas que atacam as plantacdes de Eucalyptus spp., dentre
elas formigas cortadeiras, dos géneros Atta spp. e Acromyrmex spp., 0S Ccupins,
(Rhinotermitidae e Termitidae), lagartas (e.g. Geometridae) e besouros desfolhadores e
broqueadores (Chrysomelidae, Curculionidade, Scarabaeidae e Buprestidae) (Embrapa
Florestas 2010). Além destas, vem ganhando destague o percevejo Thaumastocoris
peregrinus Carpintero & Dellapé, 2006 (Heteroptera: Thaumastocoridae) introduzido
em varios paises do Hemisfério Sul (e.g. Africa do Sul, Argentina, Uruguai e Brasil)
(Carpintero & Dellapé 2006; Nadel et al. 2010; Paine et al. 2011).

Em 2005, T. peregrinus foi encontrado pela primeira vez em Buenos Aires,
Argentina, em Eucalyptus viminalis, E. tereticorni e E. camandulensis (Carpintero &
Dellapé 2006). No Brasil, foi encontrado pela primeira vez em 2008, em um clone
hibrido de E. grandis x E. urophylla em Séo Francisco de Assis, Rio Grande do Sul, e
em arvores de E. camaldulensis em Jaguaritna, Sdo Paulo (Wilcken et al. 2010).
Estudos de base sobre a biologia do inseto foram realizados na Australia (Noack e Rose
2007) e no Brasil (Soliman 2012).

As ninfas e adultos pertencentes a ordem Heteroptera produzem aloménios de
defesa. Tipicamente, as secre¢Bes defensivas das ninfas sdo produzidas em glandulas
abdominais dorsais (DAGs) (Aldrich 1988). O conteudo das DAGs é liberado com a
exuvia toda vez que a ninfa sofre a muda, por isso, a extracdo da exdvia é um método
conveniente para a obtencdo da secrecdo das DAGs (Borges e Aldrich 1992). Ja os
heteropteros adultos possuem glandulas de cheiro metatoracicas, das quais sao liberadas
secrecOes irritantes (Aldrich 1988). Apds o exame dos adultos, no entanto, foi

verificado que as glandulas metatordcicas séo vestigiais (Aldrich, J. - dados néo
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publicados). Além disso, adultos e ninfas possuem 6rgaos retais, similares aos descritos
para Miridae (Wheeler 1980), os quais s&o evertidos quando os insetos sdo perturbados.
O orgéo retal de T. peregrinus tem aparéncia glandular fixando imediatamente o inseto
no substrato quando estdo sofrendo algum estresse, podendo rapidamente se desgrudar
(Fig. 27) (Aldrich, J. - dados ndo publicados).

Fig. 27 (A-D). Machos, fémeas e ninfas de Thaumastocoris peregrinus (Heteroptera:
Thaumastocoridae). A — Vista dorsal de uma ninfa de 5° instar; B — Vista ventral de
uma ninfa de 5° instar evidenciando o 6rgdo retal (seta); C — Vista ventral do macho
evidenciando o 6rgdo retal evertido (seta); D — Vista ventral de um macho e de uma
fémea com o 6rgdo retal ndo exposto.
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2 OBJETIVOS
2.1 Geral

Os feroménios sdo conhecidos para muitas familias de heterépteros (Millar
2005), mas os semioquimicos de T. peregrinus e outros membros da familia
Thaumastocoridae sdo completamente desconhecidos. Sendo assim, o objetivo geral
deste capitulo foi identificar e quantificar os compostos quimicos volateis presentes nas
exuvias dos cinco instares ninfais e nos adultos de T. peregrinus, e testar a atracdo de

adultos frente aos compostos produzidos por machos e fémeas.

2.2 Especificos
e Quantificar e identificar os compostos presentes nos extratos de ninfas de 1° a 5°
instar e de extratos de machos e fémeas de idades diferentes.
e Determinar o papel ecoldgico dos compostos emitidos pelos adultos e comparar

com outros estudos.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Criagéo dos insetos e extracoes

Os insetos foram obtidos de uma criacdo na EMBRAPA Florestas, Colombo,
Parana e mantidos no Laboratorio de Semioquimicos, Departamento de Quimica da
Universidade Federal do Parand (UFPR), sob condigdes controladas de temperatura e
fotoperiodo (25 + 2°C e 12 L: 12 E). Adultos e ninfas foram mantidos em ramos de
Eucalyptus benthamii em caixas de acrilico (30 cm x 30 cm x 30 c¢cm) até 0 uso nos
experimentos. Para obtencdo as exuvias e adultos virgens para as extrac@es, ninfas de
todos os instares foram individualizadas em recipientes plasticos (2,5 cm de diametro).
O gel (Hydroplan — EB/HyC, SNF S.A. Floger) foi colocado no recipiente para manter a
umidade e impedir a fuga dos insetos. Sobre o gel foi colocada uma folha de E.
benthamii cortada (Fig. 28). As folhas foram trocadas a cada dois dias ou quando
necessario. Apdés a muda das ninfas, as extvias foram coletadas para as extracfes. Os
machos e fémeas recém-emergidos foram isolados e colocados em grupos por data de
emergéncia em placas de Petri (5 cm de diametro) contendo gel e disco foliar até as
extraces (Fig. 29). Para a extracdo dos adultos copulados, os casais foram formados
com no maximo dois dias de diferenca de emergéncia e as extracbes dos adultos

realizadas apos a presenca de ovos, confirmando a copula.

o ‘ - ’
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e &

Fig. 28 Metodologia de criacdo de Thaumastocoris peregrinus (Heteroptera:
Thaumastocoridae) com as ninfas individualizadas em tampas plasticas contendo gel e

uma folha de Eucalyptus benthamii cortada sobre o gel.
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Fig. 29 Metodologia de manutencdo de adultos de Thaumastocoris peregrinus
(Heteroptera: Thaumastocoridae). No exemplo, machos virgens de mesma idade
agrupados em placas de Petri (5 cm de diametro) contendo gel e folha cortada de

Eucalyptus benthamii.

3.2 Extracdo das ex(vias de T. peregrinus (1° ao 5° instar)

ExtracOes de exuvias foram realizadas durante 24h com 180 pL de hexano
bidestilado (HPLC-grade). Cada extracéo foi realizada com exuvias do mesmo estadio
disponiveis no dia, com o minimo de 12 e 0 maximo de 24 exuvias. Pelo menos trés
repeti¢des foram realizadas para cada instar, com no minimo 45 exdvias extraidas no
total. ApoOs a extracdo, o hidrocarboneto tridecano (10 ppm) foi adicionado a cada
amostra como padréo interno (PI) e sua concentracao final (PI) foi calculada para cada
extrato. Os extratos foram concentrados e posteriormente analisados utilizando um
cromatégrafo gasoso (GC-2010) e um cromatégrafo gasoso acoplado a um
espectrometro de massas (GC-MS-QP 2010 Plus - Shimadzu) e a quantificacdo foi
baseada na area do Pl. O GC foi equipado com uma coluna RTX-5 (30 m x 0,25 mm
i.d. e 0,25 mm de espessura de filmes; Restek, Bellefonte, Pennsylvania, USA). As
injecdes foram de 1 ul do extrato utilizando o método splitless com injetor na
temperatura de 250°C. A temperatura do forno da coluna foi mantida a 50 °C por 1 min
e, entdo, elevada para 250°C com taxa de 7°C/min e mantida em 250°C por 10 min. O
hélio foi utilizado como gas carreador e a pressdo na coluna utilizada foi de 170 kPa. Os
mesmos parametros foram utilizados para todas as analises.
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3.3 Extracdo dos adultos de T. peregrinus

Machos e fémeas virgens e acasalados de diferentes idades (3-9, 10-21, 22-34
dias de idade) foram extraidos de acordo com a disponibilidade de insetos. A
quantificacdo dos extratos foi comparada para machos e fémeas virgens (10-21 e 3-9
dias de idade, respectivamente), machos virgens e acasalados (21-34 dias de idade) e
machos e fémeas acasalados (21-34 dias de idade). Obtiveram-se no minimo duas
repeticdes para cada tratamento, com o minimo de 15 insetos extraidos no total. Nas
extracOes de insetos virgens e/ ou acasalados, os adultos foram separados por sexo em
Erlenmeyers. Os frascos foram colocados no freezer, por uma hora, de modo que 0s
insetos estivessem “fixados” ao vidro, com o Orgdo retal exposto. A extracdo foi
realizada entre as 11:00 - 16:00 utilizando 150 ul de hexano bidestilado (HPLC-grade)
por 10 min, e logo depois, 15 ul de uma solugdo de tridecano (100 ppm) foi adicionada
como PI. As amostras foram concentradas antes da injecdo em GC-2010, GC-MS-QP
2010 Plus e em cromatografo gasoso acoplado a Espectrometro Infravermelho com
Transformada de Fourier (GC-FTIR) (GC-2010 acoplado a um DiscovIR-GC —
Shimadzu). Nas analises de infravermelho, o GC foi operado no modo splitless e foi
equipado com uma coluna capilar DB-5 (0,25 um, 0,25 m x 30 m) (J&W Scientific,
Folsom, California, EUA) com hélio como gés carreador. A temperatura do forno foi
mantida em 50°C por 1 min, e entdo, aumentada para 250°C com uma taxa de 7 °C/min
até 250°C. Um detector fotocondutivo de mercurio-cadmio-telirio (MCT) resfriado por
nitrogénio liquido foi utilizado com FT-IR de resolucéo de 8 cm™. Assim como para 0s
extratos de ninfas, a concentracdo final do Pl foi calculada para cada extrato e os

compostos quimicos de interesse foram quantificados baseados na area do PI.

3.4 Identificacdo dos compostos quimicos e sintese dos ésteres

A identificagdo dos compostos foi baseada em coinjecbes com padrdes
sintéticos, indices de Kovats (KI), espectros de massas (MS) e analises de GC-FTIR. Os
compostos, benzaldeido, acido hexandico, acido octandico, octanol e decanal foram
obtidos da Aldrich Chemical Company (Milwaukee, Wisconsin, USA). O composto
(E)-2-octenol foi obtido da Acros Organics (Geel, Turnhout, Belgium).

Vinte e um ésteres foram sintetizados através da esterificagdo do é&cido
propibnico, &cido isobutirico e &cido butirico com os seguintes alcoois: pentanol, 3-
metilbutan-1-ol, 3-metilbut-2-en-1-ol, 3-metilbut-3-en-1-ol, (Z)-pent-2-en-1-ol, (E)-
pent-2-en-1-ol, pent-4-en-1-ol (todos da Aldrich Chemical Company, Milwaukee,
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Wisconsin, USA). O composto 3-metil-2-buten-1-ol (34,03 mmol, 3 g) e o &cido
butirico (68,06 mmol, 6 g) foram refluxados em um frasco de base redonda com acido
p-toluenesulfénico (TsOH) (1 mol%, 0,35 mmol, 0,06 g) e hidroguinona (5% (w/w) em
relacdo ao alcool, 1,75 mmol, 0,191 g). O meio reacional foi aquecido até 60°C com
agitacdo magnética por 3h sob argdnio. O produto foi purificado pela adi¢do de solucéo
aquosa de NaOH 10% (m/V) até que o pH estivesse neutro. Logo depois, o produto foi
extraido com etil éter. As solucdes organicas combinadas foram lavadas com solugédo
saturada de NaHCO;3; e NaCl, secas com Na,SO, anidro, e concentradas por rota-
evaporacdo. O produto bruto foi purificado por destilacdo em pressdo reduzida e
coletado de 150-160°C. As mesmas condi¢des experimentais foram utilizadas na sintese
dos outros ésteres saturados, no entanto, a hidroquinona nao foi empregada nos alcoois
saturados.

Os seguintes ésteres foram coinjetados com o extrato natural em trés diferentes
colunas (DB-5, DB-Wax e HP-1) para identificagdo: propionato de pentila (rendimento
94%), propionato de 3-metilbutila (rendimento 74%), propionato de pent-4-en-1-ila
(rendimento 91%), propionato de (Z)-pent-2-en-1-ila (rendimento 83%), propionato de
(E)-pent-2-en-1-ila (rendimento 83%), propionato de 3-metilbut-2-en-1-ila (rendimento
92%), propionato de 3-metilbut-3-en-1-ila (rendimento 90%), 2-metilpropanoato de
pentila (rendimento 90%), 2-metilpropanoato de 3-metilbutila (rendimento 87%), 2-
metilpropanoato de pent-4-en-1-ila (rendimento 92%), 2-metilpropanoato de (22)-pent-
2-en-1-ila (rendimento 61%), 2-metilpropanoato de (2E)-pent-2-en-1-ila (rendimento
71%), 2-metilpropanoato de 3-metilbut-2-en-1-ila (rendimento 92%), 2-metilpropanoato
de 3-metilbut-3-en-1-ila (rendimento 75%), butirato de pentila (rendimento 90%),
butirato de 3-metilbutila (rendimento 92%), butirato de pent-4-en-1-ila (rendimento
92%), butirato de (Z)-pent-2-en-1-ila (rendimento 68%), butirato de (E)-pent-2-en-1-ila
(rendimento 74%), butirato de 3-metilbut-2-en-1-ila (rendimento 92%) e butirato de 3-
metilbut-3-en-1-ila (rendimento 80%).

3.5 Andlises estatisticas

As anélises foram realizadas com o programa R versdo 2.13 (R Development
Core Team 2011). A normalidade dos dados foi realizada através dos testes de Liliefors
e Shapiro-Wilk. Para a comparagdo das concentragdes dos seis compostos encontrados
nas exavias de T. peregrinus, o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis rank sum test

foi utilizado seguido do teste ndo paramétrico de comparagdes mdaltiplas, através do
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pacote “pgirmess”. Para analisar os dois compostos presentes nos extratos de adultos
virgens e acasalados de diferentes idades, foi realizada uma analise de variancia
(ANOVA) com modelo linear generalizado (GLM) (Gaussian). Para todas as analises,

quando o p > 0,05 os dados foram considerados néo significativos.

3.6 Bioensaios

Os bioensaios de comportamento foram conduzidos em um olfatbmetro em Y de
17 cm de comprimento, com dois bracos de 13 cm cada. No final de cada braco, a fonte
de odor foi colocada dentro de um tubo de vidro conectado ao sistema (1 cm de
diametro e 4 cm de comprimento). Para cada repeticdo, um novo papel filtro (1 cm?)
contendo a solucéo preparada com o composto majoritario (maj.) + minoritario (min.)
ou contendo hexano (controle), foi utilizado como fonte de atracdo. Duas solucdes
foram preparadas com 0s compostos majoritario e minoritario sintéticos na proporgao
encontrada no extrato (30:1), em duas concentragcdes, uma equivalente a um macho
[LME = 750 ng (maj.): 25 ng (min.)] e outra equivalente a cinco machos [SME = 3.750
ng (maj.): 125 ng (min.)]. A atracdo de machos e fémeas acasalados, e de fémeas
virgens de T. peregrinus (3 a 20 dias de idade) foi testada para: solugdo 1ME vs.
controle (hexano). A solugdo 5ME vs. controle (hexano) foi testada apenas para machos

acasalados.

4 RESULTADOS
4.1 Extragdo das exuvias de ninfas de T. peregrinus

Seis compostos foram encontrados nas exdvias de ninfas de T. peregrinus,
incluindo benzaldeido, &cido hexandico, acido octandico, octanol, (E)-2-octenol, e
decanal (Tabela I1) (Fig. 30). O 4° e 0 5° instares produziram mais acido hexandico (Ha
= 15,9, P = 0,003) e é&cido octandico (H; = 15,9, P = 0,003) se comparados com 0s
primeiros instares. Para todos os outros compostos, ndo houve diferenca entre os
instares: benzaldeido (H4 = 7,9, P = 0,09), (E)-2-octenol (Hs = 3,2, P = 0,52), octanol
(H4=6,1, P =0,19) e decanal (Hs= 3,9, P =0,41) (Tabela IlI).
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Tabela I11. Identificacdo e quantificacdo (em ng) dos compostos presentes nas exavias
das ninfas de Thaumastocoris peregrinus (Heteroptera: Thaumastocoridae). As letras
diferentes para cada composto indicam diferencas significativas entre os instares (KI -
indice de Kovats; EP - erro padrdo). Comparacdes estatisticas: Kruskal-Wallis rank sum

test seguido de um teste ndo paramétrico de comparac6es maltiplas (P > 0,05).

Compostos DB-5  1° 2° 2 insta £ inst 5 insta
Quimicos  coluna instar instar nstar mnstar nstar
IK  Média EP Média EP Média EP Média EP Média EP
1 benzaldeido 962 009 *+ 002 a 015 + 003 a 023 + 001 a 010 + 0,02 a 0,09 =+ 003 a
2 é&cido hexandico 988 045 + 0,09 a 1,74 + 046 ab 847 + 388 ab 21,25 + 7,75 b 2585 * 675 b
3 octanal 996 2,09 + 061 a 585 *+ 120 a 572 + 174 a 658 + 256 a 359 * 1,10 a
4 (E)-2-octenal 1062 0,28 + 0,07 a 044 + 0,13 a 030 + 002 a 026 + 003 a 020 + 008 a
5 4cido octandico 1209 0,23 + 004 a 091 + 0,29 ab 262 + 108 ab 735 + 290 b 735 + 081 b
6 decanal 1239 0,27 + 0,08 a 036 + 006 a 032 + 019 a 017 + 009 a 0,14 =+ 0,05 a
total (ng) 3,41 9,45 17,65 35,71 37,21
PI
3
2 5
1 4 A 6
T ‘-l U T T
5.0 7.5 10.0 12.5 15.0

Fig. 30 Cromatograma tipico do extrato de exdvia de 5° instar de Thaumastocoris
peregrinus (Heteroptera: Thaumastocoridae). Os numeros (1 - 6) correspondem,
respectivamente, ao benzaldeido, &cido hexanoico, octanal, (E)-2-octenal, acido
octandico e decanal. Os extratos foram analisados em GC-MS-QP 2010 (Shimadzu); Pl

- padréo interno (tridecano).

4.2 Extracao de adultos de T. peregrinus

Os perfis cromatograficos dos extratos de machos e fémeas de T. peregrinus
revelaram a presenca de dois ésteres, um minoritario (A) e outro majoritéario (B) (Fig.
31). As concentragOes variaram de acordo com o sexo e a idade, no entanto, apenas a
quantidade do composto majoritario (B) de machos acasalados foi diferente da

quantidade encontrada nas fémeas acasaladas (F; 3 = 10,3, P = 0,048). A concentracao
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dos ésteres de machos e fémeas virgens ndo diferiu nem para 0 composto minoritario
(A) (F14=0,6, P =0,47), nem para o majoritério (B) (F14 = 3,2, P = 0,14). Da mesma
forma, a comparacdo estatistica da concentracdo dos ésteres em machos virgens e
acasalados (A: F13 = 2,4, P =0,21; B: F;3 = 5,7, P = 0,09) e em machos e fémeas
acasalados (A: Fi3 = 4,5, P = 0,12) nédo foi diferente (Tabela 1V). As extragdes de
adultos de 10-21 dias de idade n&o tiveram repeticOes suficientes para serem

comparadas com 0s outros tratamentos, por isso, foram desconsideradas.
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Fig. 31 Comparacdo dos perfis cromatogréficos dos extratos de corpo de machos e
fémeas de Thaumastocoris peregrinus (Heteroptera: Thaumastocoridae) de 21 dias de
idade. Compostos minoritario e majoritario, butirato de 3-metilbut-3-en-1-ila (A) e

butirato de 3-metilbut-2-en-1-ila (B), respectivamente. Pl — padrédo interno (tridecano).

Seus tempos de retencdo (Tr) e indices de Kovats (KI) em coluna RTX-5 foram
0s seguintes: A: Tr = 8,86 min., KI = 1068 e B: Tr = 9,55 min, KI = 1103. O espectro de
massas de B tinha pico base de m/z 71, fragmentos em m/z 68, m/z 85, m/z 128 e um ion
molecular de 56 Da (Fig. 32). Quando este espectro foi comparado com a biblioteca do
GC-MS (NIST library), foi evidente que B poderia ser um éster propidnico, isobutirico
ou butirico, com férmula molecular de CgH;60,. Os sinais mais importantes dos
espectros de infravermelho (GC-FTIR) de B (Fig. 32) foram uma banda vibracional C-
H (2962, 2935 e 2871 cm™), uma banda de éster carbonil (1730 cm™), e mdltiplas
bandas de C(CO)O, caracteristicas de ésteres (1445, 1381 e 1189 cm™). Essas bandas
associadas & banda de estiramento C-H de ligacSes duplas substituidas em 3023 cm™ e a
presenca da banda em 1674 cm™, caracteristica de alcenos trisubstituidos, revelou que B
é um éster insaturado com uma dupla ligacdo interna. O ion molecular encontrado nos

espectros de massas (GC-MS) de A ndo foi tdo 6bvio, no entanto, o pico base em m/z 68
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e um fragmento em m/z 71, sugeriu que A fosse um éster similar ao B. Apesar dos
espectros de infravermelho (GC-FTIR) de A revelarem as mesmas bandas
caracteristicas de ésteres que foram detectadas para o composto B, a presenca de uma
banda em 3080 cm™ devido ao estiramento assimétrico de uma ligagdo dupla terminal,
demonstraram que A é um éster insaturado com uma dupla ligacdo terminal. Para
confirmar a identificacdo dos compostos naturais A e B, os 21 ésteres sintetizados
foram coinjetados com o extrato. Atraveés da coinjecdo com padrdes sintéticos em trés
colunas diferentes (GC - RTX-5, RTX-WAX e HP-1) observou-se a coeluicdo do
composto majoritario B, com o butirato de 3-metilbut-2-en-1-ila, e do composto
minoritario A, com o butirato de 3-metilbut-3-en-1-ila, confirmando a identificacéo.

Tabela 1V. Quantificacdo (ng) dos ésteres identificados em extratos do corpo de machos
e fémeas virgens e acasalados de diferentes idades de Thaumastocoris peregrinus
(Heteroptera: Thaumastocoridae); 3-9 dias (1), 10-21 (2) e 22-33 dias (3). Para cada
éster identificado, ns - ndo significativo, * - P < 0,05; EP - erro padréo, rep. / n° t —
namero de repeticdes / namero total de insetos extraidos. ComparacOes estatisticas:
ANOVA (GLM - Gaussian) (P > 0,05).

rf]‘j't’ Butirato de 3-metilbut-3-en-1-ila (A)  Butirato de 3-metilbut-2-en-1-ila (B)
Média EP Média EP
& virgens (1) 5/45 s 0,1 + 0,0 s 11,2 * 3,8
Q virgens (3) 2/14 0,2 * 0,1 0,5 * 0,0
& virgens (3) 2117 s 8,3 + 0,2 s 191,8 + 19,1
& acasalados (3) 3/28 20,7 + 54 743,5 + 61,7
& acasalados (3) 3/28 s 20,7 + 5,4 . 743,5 + 61,7
Q acasaladas (3) 2/16 0,1 * 0,1 0,5 * 0,3
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4.3 Bioensaios

O extrato sintético 1ME ndo foi atraente para fémeas acasaladas (P = 0,82) vs.
hexano (Fig. 33 A), no entanto, foi atraente para machos acasalados (P = 0,002) (Fig. 33
B) e fémeas virgens (P = 0,04) (Fig. 33 C). J& o extrato 5SME ndo foi atraente para

machos acasalados, j& que houve preferéncia pelo hexano (P = 0,04) (Fig. 33 D).
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Fig. 32 Espectros de massas (GC-MS) e de infravermelho (GC-FTIR) do composto
minoritario butirato de 3-metilbut-3-en-1-ila (A) e do majoritario butirato de 3-
metilbut-2-en-1-ila (B), identificados no extrato de adultos de Thaumastocoris

peregrinus (Heteroptera: Thaumastocoridae).
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Fig. 33 (A-D) Numero de respostas de machos e fémeas acasalados, e de fémeas virgens
de T. peregrinus (Heteroptera: Thaumastocoridae) a solugdes sintéticas (LME e 5ME)
vs. hexano (controle). Solugdes (30:1): IME - 750 ng: 25 ng e 5SME - 3.750 ng: 125 ng.
Majoritario: butirato de 3-metilbut-2-en-1-ila e Minoritario: butirato de 3-metilbut-3-en-
1-ila.

5 DISCUSSAO

Alguns dos compostos presentes nas exuvias de T. peregrinus sdo descritos
como substancias repelentes ou atrativas para outros Heteroptera. Por exemplo, em
Triatoma infestans (Klug 1834) (Reduviidae) o benzaldeido é atraente para fémeas em
baixas concentragdes (0,05 — 0,1 pg) (Fontan et al. 2002). Em Cimex lectularius
(Linnaeus 1758) (Cimicidae), os compostos decanal, (E)-2-octenal e benzaldeido fazem
parte do feromdnio de agregacdo (Siljander et al. 2008). Ja o acido hexanoico esta
presente nas glandulas meta-toracicas de outras espécies, como em Eurygaster maura
(Linnaeus, 1758) (Scutelleridae), assim como o (E)-2-hexanal, acetato de (E)-2-
hexenila, n-tridecano, &cido octadecanoico e n-dodecano (Dilek e Yusuf 2007). O

feromonio de alarme de adultos de Leptoglossus zonatus (Dallas 1852) (Coreidae) é
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composto pelo acetato de hexila, hexanol, hexanal e pelo &cido hexandico (Leal et al.
1994). A mistura de acetato de (E)-2-octenila e 1-octanol é atrativa para Leptocorisa
chinensis Dallas, 1852 (Alydidae) (Watanabe et al. 2009). Os compostos identificados
para as ninfas de T. peregrinus sdo comumente encontrados em Heteroptera, no entanto,
a combinacdo dos compostos identificados nas ninfas de T. peregrinus € Unica quando
comparada com outras espécies (Aldrich 1988). Por exemplo, Cimex lectularius produz
alguns compostos, mas em combinacdes diferentes da encontrada em T. peregrinus.

As extracOes de adultos de T. peregrinus revelaram que fémeas e machos
produziram 0s mesmos ésteres, mas a quantidade produzida variou de acordo com o
sexo e idade, principalmente para 0 composto majoritario (B), butirato de 3-metilbut-2-
en-1-ila (Fig. 31, Tabela IV). Machos de idade entre 22-33 dias apresentaram os dois
compostos (A e B) em abundancia, com o valor méximo de cerca de 1 pg/inseto. Ja as
fémeas de 3-9 dias de idade tiveram a menor abundancia para os dois compostos (A e
B). Butiratos e isobutiratos sdo componentes feromonais dos Heteroptera, e ja foram
identificados nas familias Alydidae (Aldrich et al. 2000), Miridae (Zhang e Aldrich
2003; Higuchi et al. 2004) e em Pentatomidae (Asopinae) e triatomineos (Aldrich et al.
1986). Em Alydus eurinus (Say) (Alydidae), o feromdnio sexual das fémeas é composto
pelo butirato de 2-metilbutila e pelo butirato de (E)-2-metil-2-butenila (Aldrich et al.
2000). Os mirideos, particularmente as espécies do género Phytocoris, produzem
semioquimicos que contém butiratos e acetatos insaturados. As fémeas de Phytocoris
atraem machos com feromonios sexuais baseados em misturas de butiratos e acetatos
(Millar et al. 1997; Millar e Rice 1998; Zhang e Aldrich 2008), enquanto que,
aparentemente, 0os machos emitem altas concentracBes de certos butiratos utilizados
como anti-feromdnios sexuais (Zhang e Aldrich 2003).

Gonzalez et al. (2012) atribuiram uma funcdo de agregacdo aos compostos
emitidos por machos de T. peregrinus, pois em experimentos de olfatometria, machos
vivos atrairam apenas machos. Neste trabalho, foram testados os compostos sintéticos
na concentracdo encontrada nos extratos de machos acasalados com mais de 22 dias de
idade em proporcdo de 1ME e SME. Através desses testes, verificou-se que 0s ésteres,
butirato de 3-metilbut-2-en-1-ila (maj.) e butirato de 3-metilbut-3-en-1-ila (min.), em
concentracdo 1ME (750 ng: 25 ng), atrairam machos acasalados e fémeas virgens. Esses
resultados sugerem que a atragdo dos machos para 0s compostos produzidos por machos
poderia auxiliar na busca de fémeas e que os compostos tém funcdo sexual, atraindo

fémeas na concentragdo de 1ME. As fémeas acasaladas ndo foram atraidas para o
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extrato de macho, sugerindo que, uma vez acasaladas, elas ndo sdo mais atraidas. Na
concentracdo SME, os extratos perderam a atratividade para os machos acasalados. Por
iSSO, sugere-se que em maior concentracdo, ou seja, quando existem mais machos
juntos, outros machos nédo seriam atraidos.

Os alombnios e feromdnios dos heterdpteros originaram-se de glandulas
abdominais dorsais (DAGs) de ninfas ou de glandulas metatoracicas (MTGS), que séo
caracteristicas para a maioria dos Heteroptera adultos. Em T. peregrinus, no entanto, as
glandulas metatoracicas sao vestigiais (Aldrich, J. — dados ndo publicados). Os butiratos
de T. peregrinus parecem estar associados com a extrusdo do o6rgédo retal (Fig. 21), o
qual, em Heteroptera, sé foi descrito em Miridae (Wheeler 1980). A confirmacdo de que
0 Orgao retal é o responsavel pela producdo dos ésteres ainda precisa ser finalizada.

Se forem comparados machos copulados de T. peregrinus com 21-34 dias de
idade com machos virgens e machos acasalados de menor idade, os primeiros
produziram grandes quantidades de ambos os ésteres, especialmente do B. No entanto,
os ésteres A e B também sdo produzidos pelas fémeas, sugerindo que provavelmente
ndo estdo envolvidos somente na funcdo de atracdo e agregacdo dos sexos para a copula.
A diferenca de concentracdo de ambos os ésteres em machos e fémeas de idades
diferentes pode ser um indicativo de que sejam os responsaveis pelo reconhecimento do

sexo e da idade em T. peregrinus.

6 CONCLUSOES

Os compostos benzaldeido, &cido hexandico, &cido octandico, octanal, (E)-2-
octenal e decanal foram identificados em extratos de exdvia de ninfas de T. peregrinus.
Em fémeas e machos adultos foram identificados os ésteres butirato de 3-metilbut-2-en-
1-ila (maj.) e butirato de 3-metilbut-3-en-1-ila (min.), que em conjunto, na concentracao
de 1ME se mostrou atraente para fémeas virgens e machos acasalados. Compostos
idénticos e/ou similares aos encontrados nas exuvias de T. peregrinus e aos ésteres
produzidos pelos adultos j& foram identificados em outros heteropteros com funcées de
atracdo e repeléncia. Testes com armadilhas em campo precisam ser realizados para

comprovar a atracao destes insetos aos compostos sintéeticos.
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CAPITULO 4
Compostos organicos volateis de Eucalyptus benthamii induzidos pela herbivoria

de Thaumastocoris peregrinus Carpintero & Dellapé, 2006 (Heteroptera:

Thaumastocoridae) influenciam a preferéncia de fémeas acasaladas
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CAPITULO 4

Compostos organicos volateis de Eucalyptus benthamii induzidos pela herbivoria de
Thaumastocoris  peregrinus  Carpintero &  Dellape, 2006 (Heteroptera:

Thaumastocoridae) influenciam a preferéncia de fémeas acasaladas

Resumo

As plantas geralmente respondem ao ataque de herbivoros sintetizando e emitindo
compostos organicos volateis (COVs). Inimigos naturais sdo atraidos a esses COVSs, no
entanto, pouco se sabe sobre seus efeitos nos herbivoros. Neste estudo, a herbivoria de
Thaumastocoris peregrinus e o dano mecanico em plantas de Eucalyptus benthamii
foram avaliados. Foram mensurados os COVs emitidos pelas plantas ap6s o dano
mecéanico, antes e ap6s a herbivoria, assim como durante a fotofase e escotofase,
separadamente, apds a herbivoria. Além disso, foram estudadas as respostas de fémeas
virgens e acasaladas de T. peregrinus a esses COVs. AeracGes das plantas foram
realizadas para todos os tratamentos e as extracdes iniciaram 24h apos a herbivoria ou
dano mecénico e tiveram duracdo de quatro ou cinco dias, dependendo do tratamento.
Os perfis cromatograficos dos tratamentos foram comparados e os COVs foram
identificados e quantificados. No total, 12 compostos foram detectados. Cinco
compostos emitidos apds a herbivoria e dano mecanico ndo foram detectados nos
extratos de plantas ndo atacadas (plantas controle) (B-pineno, linalool, 9-epi-(E)-
cariofileno, viridiflorol e um composto ndo identificado). Trés compostos majoritarios,
a-pineno, aromadendreno e globulol, foram emitidos apds a herbivoria e foram
detectados em altas quantidades quando comparados com as plantas controle e com as
plantas que sofreram dano mecanico. Apds a herbivoria, as plantas emitiram
quantidades maiores de COVs quando comparadas aos outros tratamentos. Os COVs
emitidos durante a fotofase e escotofase ndo foram diferentes entre si. As fémeas
acasaladas tém forte preferéncia por plantas ndo atacadas quando comparadas com
plantas que sofreram herbivoria, e preferiram hexano quando comparado com solugdes
de a-pineno com concentracdo equivalente a emitida por plantas apos herbivoria. As
fémeas virgens ndo revelaram nenhuma preferéncia entre plantas atacadas ou nao
atacadas.

Palavras-chave: percevejo bronzeado; praga florestal; volateis de plantas induzidos por
herbivoria (VPIHS); terpenos; COVs.
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Volatile Organic Compounds of Eucalyptus benthamii induced by the herbivory of
Thaumastocoris peregrinus (Heteroptera: Thaumastocoridae) influence the preference

females

Abstract

Generally plants respond to herbivory by synthesizing and releasing novel blends of
volatile organic compounds (VOCs). Natural enemies are attracted to these VOCs, but
little is known on their effects on herbivores. In this study, the effects of herbivory by
Thaumastocoris peregrinus and mechanical damage were studied on Eucalyptus
benthamii plants. The VOCs emitted by plants after mechanical damage were measured,
before and after the herbivory, and during photophase and scotophase, separately, after
herbivory. Besides, the responses of mated and virgin of females T. peregrinus to these
VOCs were analyzed. Headspace collections of E. benthamii plants were performed for
all treatments and extractions initiated after 24h of herbivory or mechanical damage and
lasted for four or five days, depending on the treatment. The chromatographic profiles
of all treatments were compared, and VOCs were identified and quantified. In total, 12
compounds were detected. Five compounds emitted after herbivory and mechanical
damage were not detected in unattacked plants (control plants) (B-pinene, linalool, 9-
epi-(E)-caryophyllene, viridiflorol, and one unidentified compound). Three major
compounds, a-pinene, aromadendrene, and globulol, were released after herbivory and
were detected in greater quantities when compared with control groups, and after
mechanical damage. After herbivory, plants released a larger quantity of VOCs when
compared with other treatments. The VOCs emitted during photophase and scotophase
after herbivory did not differ. Mated females showed stronger preference for unattacked
plants when compared with herbivore-damaged plants, and preferred hexane over a-
pinene in a dosage equivalent to that emitted by an attacked plant. Virgin females did
not show any preference for either attacked or unattacked plants.

Keywords: Bronze bug; forestry pest; herbivore-induced plant volatiles (HIPVS);
terpenes; VOCs.
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1 INTRODUCAO

As plantas respondem ao ataque dos herbivoros através da sintese e emissdo de
um novo conjunto de compostos organicos volateis (COVs) (Turlings et al. 1990) que
sdo especificos de acordo com a espécie de herbivoro (Turlings e Wackers 2004). Esses
conjuntos especificos de COVs sdo utilizados pelos inimigos naturais para encontrarem
suas presas. No entanto, apenas alguns estudos exploraram a resposta dos herbivoros
frente aos COVs de plantas induzidas por herbivoros. Por exemplo, fémeas de Heliothis
virescens (Fabricius, 1777) (Lepidoptera: Noctuidae) foram repelidas por volateis
emitidos a noite por plantas de tabaco, Nicotiana tabacum (Solanaceae), infestadas com
suas larvas, indicando que as fémeas evitaram ovipositar em plantas atacadas (De
Moraes et al. 2001). Em outro exemplo, as formas aladas de Aphis gossypii Glover,
1877 (Hemiptera: Aphididae) passaram mais tempo na presenca do odor de plantas de
algoddo nédo infestadas comparado com ar limpo em um olfatdmetro de quatro vias e
significantemente menos tempo na presenca do odor de plantas infestadas (Hedge et al.
2011).

Neste trabalho, inicia-se o estudo de um novo sistema incluindo o herbivoro
Thaumastocoris  peregrinus  Carpintero &  Dellapé, 2006 (Heteroptera:
Thaumastocoridae) e sua planta hospedeira Eucalyptus benthamii (Myrtaceae). Esta
espécie de Eucalyptus é encontrada em areas limitadas proximas a Sidney na Australia e
no sul do Brasil tem mostrado bom crescimento e resisténcia a geadas (Higa 1999),
além de ser susceptivel ao ataque de T. peregrinus.

Conhecido como percevejo bronzeado, T. peregrinus é um inseto sugador, praga
de plantacdes de Eucalyptus em varios paises (e.g., Africa do Sul, Argentina, Uruguai e
Brasil) provavelmente introduzido acidentalmente na Ameérica do Sul através do
transporte internacional oriundo da Australia (Nadel et al. 2009; Wilcken et al. 2010).
No Brasil, ainda ndo existe um método de controle efetivo para esta espécie (Wilcken et
al. 2010) e a introducéo do parasitoide de ovos Cleruchoides noackae (Hymenoptera:

Mymaridae) estd em andamento.
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2 OBJETIVOS
2.1 Geral

Em funcdo da interacdo entre T. peregrinus e sua planta hospedeira ainda ndo ter

sido investigada, teve-se como objetivo geral deste capitulo:

e investigar a resposta de plantas de E. benthamii frente a trés tratamentos:
herbivoria, dano mecanico e fotoperiodo, comparando com plantas ndo atacadas
(controle); e testar a atratividade para fémeas virgens e acasaladas dos COVs
emitidos por plantas apds a herbivoria comparado com o controle.

2.2 Especificos

e identificar e comparar os COVs emitidos por plantas de E. benthamii antes e
apos a alimentacdo de T. peregrinus e apos dano mecanico; e 0s COVs emitidos
ao longo do tempo 24h-120h, ap6s cada tratamento (herbivoria, dano mecénico e
controle).

e determinar se ha diferencas quantitativas e qualitativas entre 0s compostos
liberados apos a herbivoria na fotofase e escotofase.

e avaliar a atracdo de fémeas acasaladas e virgens de T. peregrinus aos COVs de
plantas atacadas e controle em olfatbmetro em Y, através das seguintes
combinac0es:

planta controle x planta ap6s herbivoria;

extrato de planta controle x extrato de planta ap6s herbivoria;

solucBes sintéticas de a-pineno na concentracdo equivalente a induzida
por herbivoria x equivalentes aos das plantas controle.

e avaliar a atratividade de fémeas acasaladas, em olfatbmetro em Y, as solucdes
sintéticas de a-pineno na concentracdo equivalente a induzida por herbivoria x
hexano; e as solugdes sintéticas de a-pineno na concentracdo equivalente ao

controle x hexano.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Obtencdo e manutencdo de Thaumastocoris peregrinus no laboratoério
A obtencdo e manutencdo dos insetos foram realizadas de acordo com

metodologia descrita no capitulo anterior.

3.2 Coleta dos volateis (COVs)

As aeracdes foram realizadas em camaras de vidro (11,5 cm x 35 cm) no interior
de uma sala climatizada com temperatura e fotoperiodo (24 £ 2°C e 12 L: 12 E). Antes
de entrar no sistema de aeracao, o ar foi umidificado e filtrado através de uma coluna de
carvdo ativado com velocidade de 1 ml/min. Os volateis foram capturados atravées de
uma coluna de vidro contendo 20 mg do polimero adsorvente HayeSep Q 80-100 mesh
(Althech, Lokeren, Belgium) e eluidos com 180 ul de hexano HPLC bidestilado. Como
padrdo interno (PI) foi adicionado tridecano (C13) (20 ul) no extrato final e sua
concentracgéo final foi calculada para cada extrato. Os compostos presentes nos extratos
foram quantificados baseados na area do PI.

As mudas de E. benthamii utilizadas no experimento tinham aproximadamente
120 dias de idade (28 — 35 cm e com 10 — 12 folhas). Elas foram mantidas no interior de
camaras de aeracdo por dois dias antes do inicio dos tratamentos para aclimatizagéo.
Para diminuir a captura de volateis do solo, os tubetes de plastico nos quais as plantas
foram plantadas, foram recobertos com papel aluminio.

Foram testadas as repostas das plantas a herbivoria e ao dano mecénico. Os
COVs emitidos das plantas durante a fotofase e escotofase ap6s a herbivoria foram
capturados separadamente. Em ambos os tratamentos trés réplicas foram realizadas e
uma planta ndo atacada foi utilizada como controle. Para o tratamento de herbivoria, 10
machos foram colocados no interior da cada cdmara de aeracdo e removidos ap6s 24h.
A coleta dos volateis iniciou 24h apdés a remocdo dos machos. Os extratos foram
coletados a cada 24h durante cinco dias. Para o tratamento de dano mecanico, uma folha
de E. benthamii foi cortada na metade com uma tesoura e, apds 24h, a coleta dos COVs
iniciou. Os extratos foram coletados a cada 24h durante quatro dias. Todos 0s extratos
obtidos foram imediatamente analisados por cromatografia gasosa e armazenados em
freezer (- 20°C).
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3.3 Analises dos extratos

Os extratos foram analisados através de cromatografia gasosa acoplada a
espectrometro de massas (GCMS) (QP 2010 Plus — Shimadzu) e de cromatografia
gasosa acoplada a espectrémetro de infravermelho transformado de Fourier (GC-FTIR)
(GC-2010 acoplado a um DiscoviR-GC — Shimadzu). O GC e 0 GCMS estavam
equipados com uma coluna RTX-5 (30 m x 0,25 mm i.d. e 0,25 mm de espessura de
filme; Restek, Bellefonte, Pennsylvania, USA). Injeces de 1 ul de cada extrato foram
realizadas utilizando o modo splitless com temperatura do injetor de 250°C. A
temperatura da coluna foi mantida em 40 °C por 1 min, em seguida foi elevada a 180°C
numa taxa de 5°C min™, e depois elevada a 250°C min™, numa taxa de 10°C min™, na
qual se manteve por 2 min. O hélio foi utilizado como gas carreador, com pressdo da
coluna de 170 kPa. Os mesmos parametros foram usados para todas as analises.

Nas analises de infravermelho, o GC foi operado no modo splitless e equipado
com uma coluna capilar DB-5 (0,25 um, 0,25 m x 30 m) (J & W Scientific, Folsom,
Califérnia, EUA) utilizando o hélio como géas carreador. O programa de temperatura foi
0 mesmo utilizado na analise de GC-MS. Um detector fotocondutivo de mercdrio-
cadmio-teldrio (MCT) resfriado por nitrogénio liquido foi utilizado com FT-IR de
resolucdo de 8 cm™.

3.4 Ildentificacdo dos compostos quimicos

Os COVs foram identificados através da andlise dos espectros de massas e de
infravermelho (GC-MS e GC-FTIR) de cada componente, indices de Kovats (KI) e
coinjecBes com compostos comerciais e extratos de 0leos essenciais. Os compostos a-
pineno, B-pineno, limoneno, p-cimeno e linalool foram adquiridos da Aldrich Chemical
Company (Milwaukee, Wisconsin, USA). Os compostos aromadendreno, globulol,
epiglobulol, viridiflorol e 9-epi-(E)-cariofileno foram identificados baseados em
andlises de espectros de massas e Kl. O aromadendreno, globulol e epiglobulol estdo
presentes no 6leo essencial de E. benthamii (D6ll-Boscardin et al. 2010) e coinjecdes

com esse extrato corroboraram a identificacao.

3.5 Bioensaios
Os bioensaios de comportamento foram conduzidos em um olfatbmetro em Y de
17 cm de comprimento, com dois bracos de 13 cm cada. No final de cada brago, a fonte

de odor foi colocada dentro de um tubo de vidro conectado ao sistema (1 cm de

93



diametro e 4 cm de comprimento). Para cada repeticdo, um novo papel filtro (1 cm?)
contendo o extrato foi utilizado como fonte de atragdo (1 pl do extrato + 9 pul de hexano)
para fémeas acasaladas e virgens de T. peregrinus de 3 a 20 dias de idade. Inicialmente,
foram testados extratos controle e extratos de plantas apos 24h de herbivoria (extrato de
planta controle vs. extrato de planta ap6s herbivoria). Em seguida, os mesmos
tratamentos foram testados utilizando plantas (planta controle vs. planta apos
herbivoria).

Solucdes de a-pineno sintético (Aldrich Chemical Company) foram preparadas
de forma que as concentracdes fossem equivalentes as encontradas nos extratos de
plantas apds 24h de herbivoria (180 ng) e nos extratos de plantas controle (15 ng). A
atracdo das fémeas acasaladas e virgens foi testada para: A) extrato de planta controle
vs. extrato de planta apos herbivoria; B) planta controle vs. planta apds herbivoria; C) a-
pineno (180 ng) vs. hexano. A atracdo de fémeas acasaladas ainda foi testada para: D)
a-pineno (15 ng) vs. hexano. As respostas foram consideradas positivas apos a escolha
de um dos bracos (a0 menos 3 cm) pelo inseto. O tempo limite para cada resposta foi de
10 min. Para cada tratamento (fémea acasalada ou virgem), 20 a 35 repeti¢fes foram

realizadas.

3.6 Andlises Estatisticas

Uma analise de variancia multivariada (MANOVA) foi realizada avaliando
todos os compostos e comparando os tratamentos (herbivoria, dano mecénico e
controle). A MANOVA também foi realizada para comparar os COVs emitidos durante
a fotofase e escotofase apOs a herbivoria. Trés andlises de variancia individuais
(ANOVAS) seguidas do teste de Tukey foram realizadas para os trés compostos
majoritarios (a-pineno, aromadendreno e globulol) comparando os tratamentos ao longo
do tempo. As analises de ANOVA e MANOVA foram realizadas utilizando o programa
R versdo 2.13 (R Development Core Team 2011). Os bioensaios foram analisados
através do Teste Binomial com probabilidade de escolha de um dos bragos do

olfatdmetro de 50%, utilizando o programa BioEstat 3.0 (Ayres et al. 2003).
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4 RESULTADOS
4.1 COVs de E. benthamii: analise e comparacdo dos tratamentos

As analises dos extratos de aeracdo no GC revelaram diferencas entre os
tratamentos controle, herbivoria e dano mecanico. Dentre outros, trés componentes (1, 7
e 11) estavam presentes nos extratos de herbivoria apds 24h em quantidades maiores
aos dos extratos controle e de dano mecéanico (Fig. 34). A andlise de variancia
multivariada (MANOVA) revelou que a quantidade média dos COVs emitidos apds a
herbivoria foi diferente da dos outros dois tratamentos, controle e dano mecanico
(Wilks” A = 0,063; F = 5,74; P < 0,001) (Fig. 35).
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Fig. 34 Cromatogramas representativos dos COVs (1-12) emitidos por plantas de
Eucalyptus benthamii 24h apds os tratamentos: herbivoria de Thaumastocoris
peregrinus (Heteroptera: Thaumastocoridae), dano mecanico e controle. As flechas
indicam os trés compostos majoritarios emitidos em maior concentracdo apds a

herbivoria (compostos 1, 7 e 11).
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A identificagdo dos trés compostos majoritarios esté explicada abaixo e a mesma
metodologia foi utilizada para a identificacdo dos demais compostos. Seus tempos de
retencdo (Rts) e indices de Kovats (KIs) em coluna RTX-5 foram: 1: Rt = 8,13 min, Kl
= 928; 7: Rt = 22,09 min, KI = 1448; e 11: Rt = 25,5 min, KI = 1593. O espectro de
massas do composto 1 revelou um pico base de m/z 93, fragmentos de m/z 41, m/z 77,
m/z 91, m/z 105, m/z 121 e um ion molecular de 136 Da (Fig. 36 - 1A). Comparagdes de
espectros de massas com a biblioteca NIST indicaram que o composto 1 poderia se
tratar do a-pineno. O sinal mais importante do espectro de infravermelho (GC-FTIR) do
composto 1 foi em 3028 cm™, referente ao estiramento C-H cis assimétrico (Smith
1999) (Fig. 36 - 1B), corroborando a identificacdo do composto como a-pineno. A

estrutura quimica foi confirmada através da coinjecdo do extrato com o padréo sintético.
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50000 - 24h - 120h

40000 -

30000 -
[=11]
=

20000 -

a a
10000 -
0 | T
Controle Dano mecanico Herbivoria
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Fig. 35 Quantidade média de COVs emitidos por plantas de Eucalyptus benthamii 24h a
120h ap6s a herbivoria de Thaumastocoris peregrinus (Heteroptera: Thaumastocoridae),
comparados com os tratamentos de dano mecénico e controle. Andlise estatistica:
MANOVA (P < 0,05). Letras diferentes indicam diferengas significativas entre o0s

tratamentos.

O espectro de massas do composto 7 revelou um pico base de m/z 91,
fragmentos de m/z 41, m/z 105, m/z 119, m/z 133, m/z 161 e ion molecular de 204 Da
(Fig. 36 - 7A), que sugeriu fortemente sua estrutura como um sesquiterpeno de formula
molecular Ci5H,4. O espectro de infravermelho (GC-FTIR) revelou um sinal em 3083

cm™, referente ao estiramento assimétrico de um CH, vinilico e um segundo sinal em
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1638 cm™, referente a um estiramento de dupla ligacdo C=C (Smith 1999) (Fig. 36 -
7B). A comparacdo do espectro de massas e do indice de Kovats com a literatura
(Adams 2007) sugeriu que o composto fosse o aromadendreno. A coinjecao do extrato
com o Oleo essencial de E. benthamii contendo o composto aromadendreno (Doll-
Boscardin et al. 2010) confirmou a identificagdo do composto 7.

O espectro de massas do composto 11 revelou um pico base de m/z 43,
fragmentos de m/z 69, m/z 81, m/z 109, m/z 122, m/z 161, m/z 189, m/z 204 e ion
molecular de 222 Da (Fig. 36 - 11A), sugerindo uma estrutura sesquiterpenoide com
formula molecular CisHy60. A analise de GC-FTIR revelou um sinal em 3328 cm™,
caracterizando um estiramento O-H de um alcool (Smith 1999) (Fig. 36 - 11B). Além
disso, observou-se o desaparecimento da dupla ligacdo terminal no espectro de
infravermelho comparado ao espectro do aromadendreno. O tempo de retengdo maior
do composto 11, em conjunto com seu indice de Kovats e a comparacao do espectro de
massas disponivel na literatura (Adams 2007), sugeriram que fosse o globulol,
sesquiterpenoide proximamente relacionado ao aromadendreno 7. CoinjecGes com o
oOleo essencial de E. benthamii, que continha o composto globulol (Déll-Boscardin et al.
2010) suportaram fortemente a identificacdo do composto 11.

Um total de doze compostos quimicos, principalmente, monoterpenos e
sesquiterpenos, foram detectados nos extratos de aeracao de E. benthamii nos diferentes
tratamentos (Fig. 37). Comparando as quantidades emitidas 24h ap6s a herbivoria para
0s trés compostos majoritarios 1, 7 e 11, pode-se observar um aumento de
aproximadamente 11, 69 e 59 vezes do que nas plantas controle, respectivamente. Ap6s
120h esses nimeros diminuiram para 3, 10 e 11 vezes (Tabela V).

Juntamente com esses trés compostos majoritarios, outros cinco compostos
foram emitidos pelas plantas apds a alimentacdo de T. peregrinus e ndo foram
detectados nos extratos das plantas controle: B-pineno 2, linalool 5, 9-epi-(E)-
cariofileno 8, viridiflorol 12 e o composto minoritario ndo identificado 9. Ap6s o dano
mecanico, esses compostos foram emitidos em menores quantidades quando
comparados com as plantas 24h apos a herbivoria. Por exemplo, o B-pineno foi emitido
150 vezes a mais ap6s a herbivoria do que ap6s o0 dano mecanico (Tabela V). Para a
maioria dos compostos as quantidades emitidas foram maiores apos as primeiras 24h de
herbivoria e diminuiram gradativamente com o passar dos dias. Foi uma exce¢do o
composto p-cimeno 3, cuja emissdo diminuiu apos a herbivoria e sofreu um grande

aumento apos 72h.
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Tabela V. Identificacdo e quantificacdo (média + SE) (ng) dos COVs emitidos por plantas de Eucalyptus benthamii. Tratamentos: herbivoria de
Thaumastocoris peregrinus (Heteroptera: Thaumastocoridae) (24h — 120h), dano mecénico e controle. N — nimero do composto quimico; RT —
tempo de retencdo; Kl — indice de Kovats; nd — ndo detectavel; EP — erro padrdo; X — composto ndo identificado; * — identificacdo baseada em

espectros de massas e de infravermelho, em indice de Kovats, e em coinjecdes com compostos sintéticos ou 6leo essencial de E. benthamii.

Controle Dano Mecénico Herbivoria

N RT KI Compostos 24h 48h 72h 96h 120h

Média EP Média EP Média EP Média EP Média EP Média EP Média EP
1 8134 928 a-pineno 2900,01 + 1159,79 214115 + 656,70 3611641 + 921,17 20051,63 + 247111 24009,17 + 4171,83 23833,09 + 5297,19 1118155 + 1699,73
2 9331 977 B-pineno nd 453 + 2,78 76647 + 16,62 33244 + 5045 35166 + 64,79 31524 + 56,71 15231 + 26,80
3 10,603 1025 p-cimeno 68223 + 28762 34446 + 10198 16151 + 4955 12465 + 3690 140514 + 580,89 9329 + 2558 2556 + 858
4 10,822 1030 limoneno 28041 + 26593 4679 + 1414 76047 + 61,72 31661 + 6101 40674 + 8254 488,78 + 12165 209,72 + 4398
5 12,873 1102 linalool nd 1558 + 859 53228 + 14442 197,04 + 5638 20460 + 6141 16529 + 5068 10556 + 36,76
6 13,315 1116 X 1651 + 585 12987 + 42,67 7483 + 16,92 69,75 + 19,03 8377 + 2538 17431 + 6365 201,62 + 7846
7 22,093 1448 aromadendreno* 24015 + 9849 32680 + 110,09 1650226 + 131542 627295 + 1084,73 496408 + 110331 331029 + 874,76 2360,70 + 659,76
8 22,631 1470 epi-(E)-cariofileno* nd 211 + 211 149265 + 156,77 429,73 + 7404 31741 + 7755 17999 + 5724 11726 + 40,34
9 23447 1505 X nd 620 + 6,07 73282 + 22184 21100 £ 4937 16065 = 3840 7589 + 2287 4269 + 17,26
10 24,937 1569 epiglobulol* 2329 + 1803 027 + 027 244078 + 302,74 77704 + 5815 24284 + 8055 47232 + 8724 22323 + 4370
11 25532 1593 globulol* 69,12 =+ 31,23 1687 + 1304 384556 + 49283 81542 + 24052 48732 + 18208 144262 + 43206 78618 * 252386
12 25,719 1602 viridiflorol* nd 642 + 385 50236 + 13531 1149 + 514 094 + 042 15059 + 67,35 8117 + 3630
Total (ng) - Controle 421172 + 142354
Total (ng) - Dano Mecanico 304105 + 821,15
Total (ng) - Herbivoria 6392840 + 434164 29609,75 + 8456,30 32634,31 + 12396,38 30701,69 + 13070,93 1548754 + 5384,20
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Para o a-pineno, principal composto emitido por E. benthamii, os valores
variaram de 2,9 £ 1,1 pg nas plantas controle até 36,1 + 0,9 ug nas plantas ap6s 24h de
herbivoria. As plantas controle e as do tratamento com dano mecanico ndo emitiram
compostos especificos. Apesar do a-pineno ter aumentado apds o dano mecanico, sua
concentracdo foi menor do que apds a herbivoria, como pode ser observado para a
maioria dos compostos (Tabela V). A concentracdo dos trés compostos majoritarios
emitidos por plantas apds o tratamento de herbivoria foi diferente das plantas controle e
tratadas com dano mecanico (a-pineno, aromadendreno e globulol; P < 0,001). Para o a-
pineno (P = 0,011) e o globulol (P < 0,001) as primeiras 24h de todos os tratamentos
diferiram das 72h - 120h. Ja as 48h ndo diferiram das 72h - 120h. Para o aromadendreno
ndo houve diferencas entre 24h - 120h (P = 0,778) (Fig. 38).
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Fig. 37 COVs emitidos por plantas de Eucalyptus benthamii 24h apds a herbivoria de
Thaumastocoris peregrinus (Heteroptera: Thaumastocoridae). * Composto néo

identificado; PI: padrdo interno (tridecano).
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4.2 Efeito do fotoperiodo na emissdo dos COVs induzidos por herbivoria

Na analise do fotoperiodo, todos os compostos foram emitidos na fotofase e na
escotofase (Tabela V) e a MANOVA indicou que a fotofase e a escotofase ndo foram
diferentes entre si quando comparadas nas 24h — 96h de analise (tratamentos: Wilks’ A
= 0,24; Fi5, = 0,41; P = 0,87; tempo (24h-96h): Wilks’ A = 0,006; Fss67 = 0,65; P =
0,81; tempo e tratamento: Wilks’ A = 0,009; F4567 = 0,55; P <0,88) (Fig. 39).

Quantidade média de COVs
Herbivoria

45000 - Da-pineno
B aromadendreno

m globulol

30000 -

ng

15000 -

24h 48h 72h 96h 120h
Dias apds herbivoria

Fig. 38 Dinamica de emissdo dos COVs majoritarios (o-pineno, aromadendreno e
globulol) liberados por plantas de Eucalyptus benthamii entre 24h e 120h apos a
herbivoria de Thaumastocoris peregrinus (Heteroptera: Thaumastocoridae). Analise

estatistica: ANOVA (P < 0,05). As letras diferentes indicam diferengas significativas

entre os tratamentos.
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Fig. 39 Dinamica de emissdo dos COVs (numeros de 1-12) produzidos por plantas de
Eucalyptus benthamii durante a fotofase e escotofase apds a herbivoria de
Thaumastocoris peregrinus (Heteroptera: Thaumastocoridae) (24h - 96h). Anélise
estatistica: MANOVA (P < 0,05).

4.3 Bioensaios

A atracdo de fémeas virgens e acasaladas foi testada frente a diferentes extratos,
volateis de plantas e solucBes sintéticas de a-pineno. Os bioensaios revelaram que as
fémeas acasaladas preferiram o extrato de plantas controle (P = 0,019) (Fig. 40 A) e a
planta controle (P = 0,03) (Fig. 40 B) quando comparados aos extratos de herbivoria e a
planta apds a herbivoria, respectivamente. As fémeas virgens ndo revelaram preferéncia
entre os extratos controle e de herbivoria (P = 0,62) (Fig. 41 A), e entre as plantas
controle e planta ap6s a herbivoria (P = 0,85) (Fig. 41 B). As fémeas acasaladas foram
atraidas para o hexano vs. a-pineno (180 ng) (P = 0,004) (Fig. 40 C). No entanto, elas
ndo mostraram preferéncia entre o a-pineno (15 ng) vs. hexano (P = 0,5) (Fig. 40 D). J&
as fémeas virgens nao demonstraram preferéncia entre hexano vs. a-pineno (180 ng) (P

= 0,5) (Fig. 41 C).
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Fig. 40 (A-D) Numero de respostas de fémeas acasaladas (idade: 3-20 dias) de
Thaumastocoris peregrinus (Heteroptera: Thaumastocoridae) aos COVs de Eucalyptus

benthamii de extratos de planta apds herbivoria e controle, de plantas ap6s herbivoria e

controle e de solucgdes de a-pineno em duas concentracdes diferentes (180 ng e 15 ng),

em um olfatometro em Y. * Significativo; ns: ndo significativo com P < 0,05. Analise
estatistica: Teste Binomial (P < 0,05). Concentracdes de a-pineno: 180 ng — equivalente
a emissdo de plantas 24h apds a herbivoria; 15 ng — equivalente a emissdo de plantas

controle.
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Fig. 41 (A-C) NUmero de respostas de fémeas virgens (idade: 3-20 dias) de
Thaumastocoris peregrinus (Heteroptera: Thaumastocoridae) aos COVs de Eucalyptus
benthamii de extratos de planta apds herbivoria e controle, de plantas apds herbivoria e
controle, e de solucBes de a-pineno (180 ng), em um olfatdmetro em Y. * Significativo;
ns: ndo significativo com P < 0,05. Andlise estatistica: Teste Binomial (P < 0,05).
Concentracbes de a-pineno: 180 ng — equivalente a emissdo de plantas 24h ap6s a
herbivoria.

5 DISCUSSAO

Isopreno e monoterpenos sdo 0s compostos predominantes nas emissdes
biogénicas de inventarios em todo o mundo (Kesselmeier e Staudt 1999). Dentre as
espécies de Eucalyptus, o a-pineno é o principal composto emitido, seguido pelo 1,8-
cineole e pelo B-pineno (He et al. 2000). Neste estudo, o a-pineno foi 0 composto mais
abundante em todos os tratamentos, seguido pelo aromadendreno (um sesquiterpeno) e
pelo globulol (um sesquiterpenoide). Em E. citriodora, E. dunni e E. saligha os
seguintes compostos também foram identificados a partir de extracbes por
microextracdo em fase solida: a-pineno, B-pineno, p-cimeno, limoneno, linalool,
aromadendreno e globulol (Zini et al. 2002).

A sintese de monoterpenos ¢ influenciada pela luz e pela temperatura (Staudt et
al. 1997), por isso as plantas podem produzir e emitir compostos diferentes e em
diferentes taxas de acordo com o fotoperiodo. Plantas de algoddo, Gossypium hirsutum
(Malvaceae), emitiram a-pineno e cariofileno 24h apds a alimentacdo de Spodoptera
exigua (Hubner, 1808) (Lepidoptera: Noctuidae). No entanto, depois de 48h, outros
terpenos foram detectados (e.g. (E)-1-ocimeno, linalool, (E)-B-farneseno e (E,E)-o-
farneseno) e exibiram uma periodicidade diurna (Loughrin et al. 1994). Em outro
estudo, ocorreu 0 oposto, terpenos (e.g. linalool, (E)-B-cimeno, B-cariofileno, a-

humuleno e (E,E)-a-farneseno) foram detectados apenas na escotofase nos extratos de
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Nicotiana tabacum (Solanaceae) infestadas com Heliothis virescens (Fabricius, 1777)
(Lepidoptera: Noctuidae) (De Moraes et al. 2001). Para E. benthamii ndo houve
diferencas entre os COVs emitidos durante a fotofase e escotofase apos a herbivoria.
Diferentes espécies de Eucalyptus, como E. grandis, E. globulus, E. camaldulensis e E.
viminalis também ndo apresentaram diferencas na emissdo de monoterpenos durante a
fotofase e escotofase. Por isso, aparentemente, a emisséo de monoterpenos para estas
espécies ndo foi foto-dependente, sugerindo que pode ser regulada predominantemente
pela temperatura (Winters et al. 2009). Neste estudo, talvez pela temperatura ter se
mantido constante durante os experimentos, ndo foram observadas diferengas
quantitativas ou qualitativas nos compostos emitidos apds a herbivoria durante a
fotofase e escotofase.

Um conjunto de COVs conhecidos como volateis de folhas verdes VFVs sdo
comumente emitidos por plantas com tecidos danificados (Matsui 2006). S&o aldeidos
com seis carbonos, alcoois e seus ésteres que ndo foram detectados nas emissdes de E.
benthamii. No entanto, Bouwer (2010) identificou os VFVs (E)-2-hexenal, (Z)-3-hexen-
1-ol e acetato de (Z)-hexen-3-ila, juntamente com 0s monoterpenos a-pineno, B-pineno
e limoneno nas aeragbes com extrato de folhas de E. globulus, E. viminalis e E.
citridora.

As plantas sintetizam e emitem COVs em resposta a herbivoria (Turlings et al.
1990), e conjuntos de COVs também se modificam ap6s o dano mecanico (Walling
2000). Por exemplo, Hegde at al. (2011) detectaram um aumento quantitativo nos
compostos emitidos por plantas de algodao infestadas com Aphis gossypii Glover, 1877
(Hemiptera: Aphididae), quando comparados com plantas controle. Assim como no
exemplo acima, no presente estudo, os COVs emitidos por plantas de E. benthamii em
resposta a herbivoria foram diferentes qualitativamente e quantitativamente dos COVs
emitidos por plantas controle. No entanto, os COVs emitidos por plantas apds a
herbivoria de T. peregrinus ndo foram diferentes qualitativamente dos emitidos por
plantas que sofreram dano mecéanico. Comparando-se as plantas que sofreram
herbivoria e dano mecénico, a diferenga quantitativa total de COVs emitidos foi de
aproximadamente 10 vezes a mais apds a herbivoria. O mesmo foi observado por
Turlings et al. (1990), cujas plantas responderam ao dano mecanico emitindo pequenas
guantidades dos mesmos compostos emitidos ap06s a herbivoria.

Sabe-se que os compostos emitidos apoOs a herbivoria atraem inimigos naturais

especificos (De Moraes et al. 1998), no entanto, as respostas dos herbivoros a esses
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COVs precisam ser melhor estudadas. Pesquisas revelaram que tanto a atracdo quanto a
repeléncia de herbivoros pelos COVs de plantas atacadas ja foram observadas e, por
isso, a resposta dos herbivoros deve ser avaliada especificamente para cada sistema. Por
exsmplo, em Frankliniella occidentalis (Pergande, 1895) (Thysanoptera: Thripidae),
houve preferéncia de distribuicdo e oviposi¢do por plantas ndo atacadas de tabaco (N.
tabacum), comparada com outros tratamentos (e.g. herbivoria) (Delphia et al. 2007).
Entretanto, o besouro da batata Leptinotarsa decemlineata (Say, 1824) (Coleoptera:
Chrysomelidae) preferiu se orientar para plantas que foram infestadas por coespecificos
(Schultz et al. 1997).

Até hoje ndo foi detectado um padrdo de como os herbivoros respondem aos
COVs de plantas ndo atacadas e atacadas por coespecificos. Por exemplo, os besouros
sdo geralmente atraidos por COVs emitidos por plantas atacadas, enquanto as mariposas
e os afideos parecem evitar os COVs de plantas atacadas (Turlings e Wéckers 2004).

Pouco se sabe sobre as respostas dos heterdpteros frente aos COVs de plantas
atacadas, e menos ainda sobre Thaumastocoridae. Por isso, neste estudo focou-se na
resposta de fémeas acasaladas e virgens de T. peregrinus aos COVs de plantas de E.
benthamii ndo atacadas e atacadas por coespecificos. Os resultados indicaram que as
fémeas virgens ndo foram atraidas especificamente para nenhum dos tratamentos e que,
ao contrario, fémeas acasaladas preferiram os extratos de plantas controle ao extrato da
planta atacada. Corroborando esses resultados, as fémeas acasaladas preferiram o
hexano ao a-pineno na concentracdo equivalente a emitida por plantas apds a
herbivoria, revelando preferéncia por um ambiente livre de a-pineno. Quando extratos
de a-pineno foram testados numa concentra¢cdo muito menor, equivalente & emissao de
plantas controle, as fémeas acasaladas ndo preferiram o hexano, revelando que apenas
altas concentracGes de a-pineno foram rejeitadas quando testadas contra o hexano.

Esta preferéncia das fémeas acasaladas por plantas ndo atacadas pode representar
a preferéncia por um ambiente com menos competidores e inimigos naturais para seus
descendentes (Dicke e van Loon 2000). Corroborando esta hipotese, Thaler (1999)
determinou uma maior taxa de parasitismo em larvas de S. exigua associadas a plantas
de tomate (Lycopersicon esculentum var. Ace - Solanaceae) que foram induzidas por
acido jasmonico quando comparadas a plantas controle. Além disso, esta preferéncia de
fémeas acasaladas a plantas controle pode ser em funcdo da alta concentracdo de
compostos emitidos pelas plantas atacadas, especialmente 0 a-pineno, que estd presente

no 6leo essencial de Eucalyptus spp. conhecido por sua acdo repelente a insetos (Liu et
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al. 2011; Batish et al 2008). Além disso, fémeas acasaladas preferiram o hexano ao a-
pineno (180 ng), sugerindo que em altas concentragdes, como em 180 ng, 0 a-pineno
poderia ser repelente para estas fémeas.

As fémeas virgens, no entanto, ndo foram atraidas especificamente para o extrato
de planta atacada nem para o extrato de planta controle. Corroborando com este fato, os
bioensaios com extratos de a-pineno revelaram que fémeas virgens mantiveram a falta
de preferéncia quando testadas para a-pineno (180 ng) vs. hexano, sugerindo que elas
ndo detectaram ou ndo rejeitaram esse composto em altas concentragfes. Para fémeas
virgens, a falta de preferéncia a COVs especificos ja foi descrita para: Delia antiqua
(Meigen) (Diptera: Anthomyiidae) ao dissulfeto de dipropila, um atrativo emitido pelo
metabolismo bacteriano de raizes de cebola e na decomposicdo de material vegetal
(Romeis et al. 2003); Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae) a folhas de
tomate (Proffit et al. 2011); e para o parasitoides Cotesia vestalis (Haliday)
(Hymenoptera: Braconidae) a plantas hospedeiras infestadas vs. plantas controle
(Kugimiya et al. 2010). A necessidade de buscar um local de oviposi¢do ou ndo, pode
ser responsavel pela preferéncia das fémeas acasaladas e pela ndo preferéncia das
fémeas virgens.

O entendimento dos mecanismos envolvidos na interacdo entre plantas,
herbivoros e inimigos naturais pode ser utilizado como base no desenvolvimento de
novas estratégias de controle e monitoramento de pragas. Estudos futuros devem focar
na identificacdo e quantificacdo de COVs emitidos por outras espécies de Eucalyptus,
que podem emitir COVs diferentes, e na atratividade de T. peregrinus a eles. Além
disso, o efeito da oviposicdo na emissdo de COVs e a resposta de parasitoides aos

diferentes tratamentos devem ser explorados.

6 CONCLUSOES

Os COVs emitidos por plantas de E. benthamii apds a herbivoria de T.
peregrinus foram diferentes dos COVs de planta controle e apds o dano mecanico,
especialmente porque emitiram compostos especificos em altas concentragdes. As
primeiras 24h apos a herbivoria tiveram as emissdes mais altas de volateis,
especialmente de a-pineno e globulol. Os COVs emitidos por plantas controle e plantas
ap6s o dano mecanico, apesar das suas diferencas qualitativas ndo tiverem sido
diferentes nas analises estatisticas. Os COVs emitidos por plantas durante a fotofase e

escotofase foram quantitativamente e qualitativamente iguais. Os bioensaios revelaram
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a preferéncia de fémeas acasaladas por plantas controle, quando comparadas a plantas
infestadas. Essas fémeas foram capazes de distinguir diferentes concentracdes de a-
pineno, preferindo o hexano quando testado contra a concentragdo mais alta. As fémeas
virgens ndo tiveram preferéncia entre as plantas controle e as que sofreram herbivoria,

nem rejeitaram, como as acasaladas, o0 a-pineno em altas concentragdes.
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Anexo 1

- Artigo referente ao Capitulo 2, publicado na revista Micron em fevereiro/2012.

Display Settings:  Abstract NER! :

Micron. 2012 Feb;43(2-3)-321-5. doi- 101016/ micron.2011.09.008. Epub 2011 Sep 24.
Scanning electron micrographs of Oryzophagus oryzae (Coleoptera,
Curculionidae), plastron structure and swimming behavior.

Martins CB, de Almeida LM, Zarbin PH.

Universidade Federal do Parana (UFPR), Departamento de Quimica, Laboratério de Semioquimicos, 81531-990
Curitiba, PR, Brazil. camibcm@yahoo.com

Abstract

The morphological structures that permit Oryzophagus oryzae aquatic activities and swimming
behavior were studied and compared with various weevils and other relevant species. The use of
scanning electron microscopy facilitated the recognition of three different hydrofuge scales and
sensilla. Based on the microscopic observations of behavior, morphological evidence, and
comparisons with other curculionid species, it was supported that the gas exchange in O. oryzae
adults relies on a subelytral air store maintained by hydrofuge scales and a ribbed margin on the
adult elytra. The plastron structure is identical to Lissorhoptrus oryzophilus supporting the
application of similar control measures for both species.
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Anexo 2

- As duas figuras abaixo foram retiradas de Hix et al. (2000), pois descrevem o modo de

natacdo de Lissorhoptrus orzophilus que € idéntico ao de O. oryzae.

Fig. 1. Protraction sequence (a-d) by Lissorhopfrus oryzophilus during swimming.
Large arrow indicates the direction of insect travel. Small arrows indieate direction of
mesothoracic leg movement. Swimming hairs are folded during this sequence.

Fig.1 Sequencia de protracdo (a-d) de Lissorhoptrus oryzophilus durante a natacdo. As
setas grandes indicam a direcdo de natacdo do inseto. As setas pequenas indicam a
direcdo do movimento realizado pelas pernas mesotorécicas. Pelos de natacdo estdo
dobrados durante esta sequencia. Figura retirada de: Hix, R. L., Johnson, D. T.,
Bernhardt, J. L. (2000) Swimming behavior of an aquatic weevil, Lissorhoptrus

oryzophilus (Coleoptera: Curculionidae). Florida Entomologist. 83: 316—324.
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Fig. 2. Retraction sequence (power stroke) by Lissorhoptrus oryzophilus. Large ar-
row indicates direction of insect travel. Small arrows indicate direction of movement
of mesothoracic legs. Swimming hairs on the mesotibia are deployed between a and b.

Fig. 2 Sequencia de retracdo (forca de natacdo) de Lissorhoptrus oryzophilus. As setas
grandes indicam a direcdo de natacdo do inseto. As setas pequenas indicam a direcdo do
movimento realizado pelas pernas mesotoracicas. Pelos de natacdo presentes na
mesotibia sdo utilizados entre a e b. Figura retirada de: Hix, R. L., Johnson, D. T.,
Bernhardt, J. L. (2000) Swimming behavior of an aquatic weevil, Lissorhoptrus

oryzophilus (Coleoptera: Curculionidae). Florida Entomologist. 83: 316—324.
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Fig. 3. Left turn sequence by Lissorhoptrus oryzophilus. Large arrows indicate di-
rection of insect travel. Small double arrows indicate direction of mesothoracic leg
movements. Lines mark the range of leg movement during turn. Mesothoracic leg
movement is shorter on the turn side with turn side strokes across the body at an ob-
lique angle.

Fig. 3 Virada de esquerda de Lissorhoptrus oryzophilus. As setas grandes indicam a
direcdo de natacdo do inseto. As setas pequenas duplicadas indicam a direcdo do
movimento realizado pelas pernas mesotoracicas. As linhas marcam a extensdo do
movimento das pernas durante a virada. O movimento das pernas mesotoracicas é mais
curto do lado da virada com a puxada colada ao corpo feita com num angulo obliquo.
Figura retirada de: Hix, R. L., Johnson, D. T., Bernhardt, J. L. (2000) Swimming
behavior of an aquatic weevil, Lissorhoptrus oryzophilus (Coleoptera: Curculionidae).
Florida Entomologist. 83: 316—324.
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Anexo 3

- Artigo referente ao Capitulo 3, publicado na revista Psyche em 2012.
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