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Epigrafes

Be water, my friend.
Se vocé coloca a agua em um copo, agua se torna o copo. Se vocé coloca a agua

em um bule, a agua se torna um bule - Adapte-se as adversidades! — Bruce Lee.

Comigo é no pé-da-canjarana

Seja sem rodeos, seja firme — Antonio Jarbas Moliterno.



ORGANIZACAO DA TESE

A presente tese esta dividida em dois capitulos, e para cada capitulo seu
préprio resumo. Para o primeiro capitulo foram estudadas coleobrocas da mandioca
e pinhdo-manso, Eubulus cf. elongatus Hustache, 1924 e Pappista notaticeps
(Marshall, 1925) respectivamente. Este capitulo aborda os estudos morfolégicos e
comportamentais, e apontam-se importantes e herculeas tarefas: (i) Separagao e
identificacdo de machos e fémeas das espécies estudadas, (ii) Investigacao do
comportamento e periodo de atividade, e (iii) estudo da emissdo de compostos
candidatos a feroménios para ambas as espécies de coleobrocas.

No segundo capitulo, foram estudas duas espécies de percevejos de interesse
agricola, Mormidea v-luteum (Lichtenstein, 1796) e Arvelius albopunctatus (De Geer
1773). Para essas espécies foram os primeiros estudos sobre a ecologia quimica,
em especial a identificagao e evidenciacédo da bioatividade de compostos candidatos
a feroménios envolvidos na comunicacao intraespecifica. Por fim, os resultados
obtidos com a espécie Mormidea v-luteum foram publicados em janeiro de 2021 no
Journal of Chemical Ecology, volume 47 (capa). A seguir uma introduc¢ao geral breve
dos temas abordados e os principais pontos que nortearam as pesquisas com essas

especies.



RESUMO

Os curculionideos Eubulus cf. elongatus e Pappista notaticeps sdo endémicos do
neotropico. A regido ainda abriga uma fauna de insetos pouco conhecida,
principalmente de espécie-pragas emergentes, a broca-da-mandioca E. cf. elongatus
e a broca-do pinhdo-manso P. notaticeps. Assim, os objetivos da pesquisa foram: (i)
Investigar ocorréncia de outra espécie de Eubulus sp. além de Eubulus cf. elongatus
em mandioca (Manihot esculenta) via dados de morfologia externa, interna e com
dados moleculares via DNA (COI); (ii) Identificar e caracterizar o dimorfismo
interespecifico entre as espécies de coleobroca da mandioca, E. cf elongatus e
Eubulus sp; (iii) Investigar o dimorfismo sexual de Eubulus cf. elongatus e Pappista
notaticeps; (iv) Estudar o comportamento de ritmo circadiano e sexual de Eubulus cf.
elongatus; (v) Determinar a razdo sexual de E. cf. elongatus e P. notaticeps; (Vi)
Implementar a técnica de coleta de volateis sexo-especifica para E. cf. elongatus e
P. notaticeps. Para averiguar a ocorréncia de outra espécie de Eubulus sp. os
insetos foram separados em dois morfotipos, Eubulus cf. elongatus e Eubulus sp. e
analisados as suas morfologias externas e genitalias (N= 10) e para analise genética
(N= 2) por morfotipo; Na investigacdo do dimorfismo sexual externo de E. cf.
elongatus e P. notaticeps utilizou-se (N= 30) por espécie; enquanto para o
comportamento de ritmo circadiano de E. cf. elongatus utilizou-se (N= 30) e sexual
(N= 20); na razao sexual sondou-se amostras de 2017 de E. cf. elongatus (N= 171)
e para 2018 (N= 341), e para P. notaticeps 2017 (N= 53) e 2018 (N= 87); por fim, a
investigacdo da emissao feromonal foi realizada com (N= 10 machos) e (N= 10
fémeas) via sistema de areagcdo com camaras de vidro mais dieta natural, mandioca.
Os resultados obtidos pelos dados morfolégicos e moleculares demonstraram a
ocorréncia de duas espécies E. cf. elongatus e Eubulus ‘sp2’. A diferenciagao entre
as espécies € dada pela caracteristica anatémica externa da regido da tibia posterior
de adultos; Enquanto as fémeas adultas de E. cf. elongatus se diferenciam dos
machos pela presenca de uma dilatagao na tibia posterior, da base para o apice. Os
machos adultos de P. notaticeps apresentam uma formag&o concava na regido do
metaesterno, enquanto que nas fémeas é convexa. Dados comportamentais de E.
cf. elongatus evidenciaram uma atividade significativa na escotofase de 12 horas
para ambos 0s sexos, 0 que no entanto ndo observou-se divergéncia entre os
eventos de copulas entre a fotofase versus a escotofase via Chi-quadrado 1.68 P=
0.25. O comportamento sexual da espécie ocorreu em trés principais etapas, (i) pré-
copula, (ii) copula e (iii) pés-copula. Sendo (i) o encontro da fémea e ascensao ao
dorso; (ii) cortejo realizado pelo terceiro par de pernas ao tocar os uroesternitos da
fémea e em seguida a insergdo do aedeagus; (iii) retirada do aedeagus e inicio do
comportamento de guarda. A razdo sexual de adultos de E. cf. elongatus quanto de
P. notaticeps estiveram dentro da propor¢ao esperada proxima de 1:1. As
investigacdes das emissdes feromonais sexo-especifico para ambas as espécies
nao evidenciaram nenhum composto candidato a ferombnio. O comportamento de E.
cf. elongatus foi o primeiro para o género na regido neotropical. Assim, os resultados
obtidos pavimentam uma compreensédo morfolégica e comportamental da broca-da-
mandioca e da broca-do-pinhdo-manso de ocorréncia brasileira. O presente estudo
contribuiu para pesquisas futuras com o Manejo Integrado de Pragas e via Ecologia
Quimica dessas espécies de coleobrocas.

Palavras-chave: Comportamento sexual. Dimorfismo. Morfologia. Neotropical.
Semioquimicos.



ABSTRACT

Eubulus cf. elongatus and Pappista notaticeps belong to the Curculionidae family,
and both are endemic of the neotropical region. The insect fauna of this region
demands more comprehension, mainly about emerging species considered as a pest
of commercial crops, such as the cassava-root-borer= E. cf. elongatus and P.
notaticeps= stem-bore of Jatropha curcas L. Thus, the objectives of the thesis were:
(i) to investigate the occurrence of another species of Eubulus sp. in addition
to Eubulus cf. elongatus in cassava (Manihot esculenta) via data of external and
internal morphology, and with molecular data via DNA (COl); (ii) to identify and
characterize the interspecific dimorphism among the two species of cassava borer E.
cf. elongatus and Eubulus sp. (iii) to investigate the sexual dimorphism between
males and females of Eubulus cf. elongatus and Pappista notaticeps; (iv) to study the
circadian rhythm and sexual behavior of E. cf. elongatus; (v) To determine the sex
ratio of E. cf. elongatus and P. notaticeps; and (vi) To investigate the emission of
sex-specific odours marked as sex-pheromone in E. cf. elongatus and P.
notaticeps aeration technique was applied. The presence or absence of another
species of Eubulus sp. in cassava cultivar BR399, the insects were separated by
morphospecies, Eubulus sp. and Eubulus cf. elongatus (N= 10) and were analyzed
their internal and external morphology, and the genetic analyses were conducted
with both morphospecies (N= 2). The external sexual dimorphism was conducted
to E. cf. elongatus and P. notaticeps (N= 30) per species, while the sexual behavior
(N= 20) and circadian rhythm (N= 30) was only performed to E. cf. elongatus. The
sexual rate was performed for both species during 2017 and 2018. Within 2017 to E.
cf. elongatus (N= 171) and in 2018 (N= 341), to P. notaticeps in 2017 (N= 53) and in
2018 (N= 87). The investigation of pheromonal emission was performed with
samples (N= 10 males) and (N= 10 female) via aeration system, in which each
sample was separated by sex and species in a glass chamber and feed-based
natural diet, cassava. With this, the results via morphological and molecular data
showed that E. cf. elongatus and Eubulus 'sp2' are different species, which may be
differentiated via external anatomical features located in the hind tibia; The sexual
dimorphism in E. cf. elongatus showed that females in opposite to the males an
expansion of the hind tibia, from the base to the apex. In Pappista notaticeps,
dimorphism was located in the metasternum region, in which a concave formation
was observed for males and convex for females. The behavioral data of E.cf.
elongatus showed a nocturnal activity during the 12 hours of the scotophase for both
sexes, although did not statistical difference between mating events photophase
versus scotophase Chi-square 1.68 P= 0.25. The sexual behavior of E. cf.
elongatus may be understood in three main stages: (i) pre-copulation, (ii)
copulation, and (iii) post-copulation. It is followed by (i) male finds the female and
climb on her back; (ii) starting the courtship behavior, and the hind leg of male
touching the female uroesternites and subsequently, the aedeagus is inserted; (iii)
male removes the aedeagus and starting the period of mating guarding on the back
of the female. Results of the sex ratio investigated of E. cf. elongatus and P.
notaticeps revealed a proportion of 1:1. To investigate an emission of sex-specific
odours as pheromones, and the analyses of male and female extracts did not show
any sex-specific candidate compound as pheromones for both species studied. The
sexual behavior of E. cf. elongatus was marked as the first work within of the gender
to the Neotropical region. In general, the results are strong useful for a better



morphological and behavioral understanding of the cassava-root-borer and the stem-
bore of Jatropha curcas, which also may help and pave the Integrated Pest
Management as well as in future studies regarding with Chemical ecology of these
species.

Keywords: Morphology. Neotropical. Sexual Behaviour. Sexual Dimorphism.

Semiochemicals.
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CAPITULO 1: Investigacdo sobre a morfologia, dimorfismo, comportamento,
razao sexual e a emissao feromonal das coleobrocas Eubulus cf. elongatus

Hustache, 1924 e Pappista notaticeps (Marshall, 1925) (Coleoptera: Curculionidae)

1. INTRODUGAO

A mandioca, Manihot esculenta (Crantz) e o pinhdo-manso, Jatropha
curcas L. pertencem a familia Euphorbiaceae e s&o plantas nativas da regido
Neotropical (FUKUDA et al.,, 1996; HELLER, 1996; BRESSAN, 2011). Ambas as
culturas podem ser consideradas cosmopolitas (GEXSI, 2008; SOUZA et al., 2009;
DIVAKARA, 2010; KAMEL, 2018). Entre estes cultivos, a cultura da mandioca € que
mais se destaca, principalmente pelos estados brasileiros, sendo estados do Para,
Parana e Bahia os maiores produtores (IBGE, 2020). Em outros paises, as maiores
producdes do cultivo da mandioca ocorrem na Tailandia, Indonésia, Gana, india e na
Nigéria, assim seja na produgdo nacional e/ou internacional este cultivo é
fundamental para paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento (FAO, 2018).

Ademais, os fatores que afetam estas culturas, sejam no desenvolvimento
e/ou produtividade sdo as espécies ditas como artrépodes-praga, tais como acaros,
cochonilhas, curculionideos e melolontideos (BELLOTTI; VAN, 1978. DE OLIVEIRA
et al., 2007; PINTO-ZEVALLOS et al., 2016). Estima-se para espécies de insetos-
pragas uma perda econémica de até 17,7 bilhdes de ddlares por ano (GALLO et al.,
2002; OLIVEIRA et al., 2014). Os danos gerados podem variar de acordo com o
habito alimentar de cada espécie (MONTE, 1940; GALLO et al., 2002). Em cultivos
de mandioca e pinhdo-manso, sdo os quais tém sido afetados por larvas e adultos
de curculionideos que ocasionam o0 broqueamento dos caules e raizes
(RODRIGUEZ, et al., 2009; GARCIA; DOS SANTOS, 2013; DE OLIVEIRA et al.,
2019).

As espécies de curculionideos consideradas pragas que atacam os cultivos
de mandioca e pinha-manso no Brasil sdo Eubulus cf. elongatus Hustache, 1924 e
Pappista notaticeps (Marshall, 1925) respectivamente (OLIVEIRA et al., 2017,
OLIVEIRA et al., 2019). No estado da Bahia, ha registros de espécies de Pappista
spp. que foram identificados como Sternocoelus spp. em cultivos de mandioca, e
Cophes notaticeps foi reportado como espécie-praga do pinhdo-manso em
Planaltina, Distrito-Federal (GARCIA; DOS SANTOS, 2013; OLIVEIRA et al., 2017).
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Atualmente, os géneros Sternocoelus Kuschel, 1955 e Cophes Champion, 1905
(Coleoptera: Curculionidae) compde um unico género, Pappista sensu Alonso-
Zarazaga e Lyal (1999). As fémeas dessas espécies de coleobrocas podem perfurar
as hastes das suas respectivas plantas hospedeiras (mandioca e o pinhdo-manso)
para oviposicao de ovos e, ao eclodirem, as larvas broqueiam o caule e/ou as raizes
para alimentagdo e assim ocasionam a perda de vigor, produtividade e
consequentemente a morte da planta hospedeira (MONTE, 1940; FREIRE et al.,
2010; DE OLIVEIRA, 2011). Em alta infestacdo podem ocasionar danos
econdmicos, por afetarem a produgcao em qualidade e quantidade.

Diante a infestagdes medidas de controle tornam-se necessarias, sendo
para o controle de espécies insetos-praga, o uso de agrotéxicos o mais difundido
(BRAIBANTE; ZAPPE, 2012; PERES, 2009; MIGUEL et al., 2018; BOTELHO et al.,
2020). Nos ultimos 20 anos houve um acréscimo préximo de 19 mil toneladas/ano
de ingredientes ativos comercializados, quais somente em 2018 foram mais de 500
mil toneladas (IBAMA, 2019). O aumento na comercializagdo esta associado a
fatores como espécies-pragas nao suscetiveis as moléculas de agrotoxicos e
também ao aumento no numero de espécies que causam injurias as culturas, e
também o uso irracional pode ser um fator impactante para o aumento da
comercializagdo (GALLO et al., 2002; DOS ESTADOS, 2018; WHO & FAO, 2020).
Contudo, ha espécies em que o uso de agrotoxicos torna-se ineficaz, como € o caso
das coleobrocas, que devido o habito endofitico e/ou subterraneo inviabiliza o seu
uUsSO como € o caso das espécies E. elongatus e P. notaticeps.

Assim, atualmente, a necessidade de controle de espécies de insetos-praga
tem levado a busca por técnicas eficientes, ecoldgicas e praticas, e que ainda
possam substituir ou reduzir o uso dos agrotoxicos (ZARBIN, 2009; PIMENTEL;
PESHIN, 2014). Dentre os destaques de estudo esta a Ecologia Quimica e o estudo
dos Semioquimicos, significado que deriva do grego “seméion” sinal, ou seja, os
“sinais quimicos”, os quais sao utilizados na comunicacdo de inUmeros seres Vivos
(BERGSTROM, 2007). De modo geral, os semioquimicos compreendem 0s sinais
interespecificos (Aleloquimicos) e intraespecificos (Feroménios). A comunicagao
quimica mediada pelos feroménios é gerada a partir de compostos secretados pelo
seu coespecifico, macho ou fémea de uma espécie de inseto; assim, o estimulo

comportamental da resposta da “mensagem quimica” recebida pode ser traduzido
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como um sinal quimico de agregacao, alarme, sexual, dentre outros (ZARBIN et al.,
2009; JOACHIM et al., 2013; PINTO-ZEVALLOS; ZARBIN, 2013).

Atrelado ao estudo da comunicagdo quimica de espécies de insetos-praga
aponta-se o estudo do comportamento e habito de vida. As coleobrocas dispendem
grande parte de sua vida no interior da planta hospedeira, um fato que influéncia
diretamente em seu controle (MONTE, 1940; FARIAS, 1991; RODRIGUEZ, et al.,
2009). Outros pontos importantes sdo a identificacdo da espécie alvo e da
diferenciagcao de machos e fémeas. Os estudos de flutuacédo populacional, biologia e
emissao de semioquimicos sdo a base do estudo de uma espécie praga, uma vez
que um dos sexos pode ser o responsavel pelo chamamento via volateis sexo-
atrativos, como os feroménios sexuais e de agregacao (ZARBIN et al., 1999; SILVA-
FILHO et al., 2007; ZARBIN, 2009; VANIN; BENA, 2015). Diante dos pontos
levantados, a fauna neotropical das espécies de Eubulus sp. ainda sao pouco
conhecidas; os ultimos estudos taxonémicos foram desempenhados pelo
entomoélogo alemao Carl Fiedler (FIEDLER, 1939; 1952; 1954a; 1954b). Ademais, os
trabalhos sobre a biologia, comportamento e habito de vida detalhados das espécies

de coleobrocas E. elongatus e P. notaticeps ainda sao escassos na literatura.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 O CULTIVO DA MANDIOCA E PINHAO-MANSO

O cultivo da mandioca na regiao neotropical tem registro ha mais de mil anos
(CREPALDI, 1992). Atualmente o cultivo € mundial, e sua maior representatividade
de producdo concentra-se no continente Africano com 61,1% (Figura 1) (FAO,
2018). Com uma multifuncionalidade, pode-se obter das raizes inumeros produtos e
subprodutos como, farinha, tapioca e inclusive biopolimeros para desenvolvimento
de bioplasticos (CREPALDI, 1992; LAROTONDA et al., 2002; DA ROCHA et al.,
2020). Além disso, as gemas das hastes sdo empregadas em uma nova cultura, e
as folhas e raizes tém apresentado potencialidades para utilizagdo na alimentagao
animal (FUKUDA et al., 1996; PESTANA; CASTRO, 2015). O Brasil € o maior
produtor das Américas e figura em quinto lugar na producdo de mundial, com uma

producdo de 17,6 milhdes de toneladas em 2018 e 19 milhdes de toneladas em
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2019; contudo, o maior produtor com cerca de 50 milhdes de toneladas é a Nigéria
(FAO, 2018; IBGE, 2020).

Oceania
0.1 %

Aszia
20 0y
1 T~ Africa
Americas 61.1 %
0.E g
@ Africa @ Americas A=A ® Oceznia

Fonte: FAO, 2018

FIGURA 1 - Representacao da Produgédo de Mandioca por continentes

Com esse parametro de producéo, funcionalidade e regides de dependentes
desta cultura, uma cultura de subsisténcia (FAO, 2014), reforga-nos a importancia de
se trazer medidas de controle racionais e com respaldo cientifico no controle de
espécies-pragas que ameagam a produgao e qualidade dos cultivos de mandioca
(BELLOTI et al., 1994; NASSAR; ORTIZ, 2007). Além de uma cultura polivalente e
de grande importancia econdmica para o Brasil, o Programa de Melhoramento
Genético de Mandioca tem sido um passo essencial para aumento da produtividade
(FUKUDA, 1995; FUKUDA et al., 1996), e entre os cultivares de destaque esta o
cultivar de mesa BRS 399 com produtividade de até 57,3 toneladas/hectares
(EMBRAPA, 2015). Além disso, planos de manejo de espécies de pragas do cultivo
tem sido necessarios (LOZANO, 1981; GALLO, 2002; NASSAR; ORTIZ, 2007).

Para cultivo de pinhdo-manso (J. curcas), o qual apresenta versatilidade
para elaboracdo de subprodutos como obtencdo de biodiesel e materiais para
constituicdo de ragdo animal (MONTES; MELCHINGER 2016). O pinhdo-manso é
uma arvore de porte pequeno a medio e que pode variar de trés até 10 metros de
altura; com a inflorescéncia unissexual, apds polinizagdo marca-se o inicio do
estagio reprodutivo com a formacao dos frutos com por volta de 10 frutos verdes e
com 2 a 3 de diametro por ramo (CARELS, 2009). A matéria prima para o biodiesel

ocorre através das sementes oleaginosas com teores de concentracdo media de até
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38,1%, (HELLER, 1996; GEXSI, 2008; SOUZA et al., 2009; DIVAKARA, 2010;
KAMEL, 2018). A propagacao da cultura pode ser realizada de dois modos, por
estaquias ou pelas sementes (CARELS, 2009; SHARMA et al., 2012).

A produtividade do cultivo pode variar de acordo com as condicdes
edafoclimaticas e variar entre duas a quatro toneladas/hectare, e contabilizar até 1,5
toneladas de 6leo por hectare colhido de sementes ano (CARELS, 2009). Além da
potencialidade de biodiesel, pesquisas voltadas para atividade biologica dos
compostos oriundos do 6leo essencial das sementes, apontaram para uma atividade
inseticida e também farmacoldgica obtida da espécie J. curcas (ADEBOWALE;
ADEDIRE, 2006; SHARMA et al., 2012).

No cultivo do pinhdo-manso, os fatores que podem afetar a produtividade
estdo o ataque de coleobrocas, que durante o ciclo larval desenvolvem-se no seu
interior, como é o caso da espécie Pappista notaticeps (= Coelosternus notaticeps e
Sternocoelus notaticeps) (LEATHERDALE, 1977; OLIVEIRA, 2011).

2.2 CURCULIONIDAE LATREILLE, 1802: DIVERSIDADE DE ESPECIES E SUA
IMPORTANCIA AGRICOLA

Inseridos na classe Insecta, os insetos abrigam uma fauna entre 925 mil a 1
milhdo de espécies descritas para o mundo (GRIMALDI; ENGEL, 2005; STORK,
2017; ROSKOV et al., 2020) e representam cerca de 60% de toda biodiversidade
conhecida no planeta (GRIMALDI; ENGEL, 2005; CARVALHO, 2012). O Brasil
concentra uma biota megadiversa de espécies de insetos, algo por volta de 9,5% do
total mundial, e em numeros cerca de 110 mil espécies descritas (LEWINSOHN;
PRADO, 2005; AGUIAR et al., 2009).

Somente para Ordem Coleoptera foram descritas 323 mil espécies e com
grande representatividade para familia Curculionidae Latreille, 1802 (ROSKOV et al.,
2020). Anderson (2002) apontava uma fauna de cerca de 60 mil espécies, e
atualmente, o numero de espécies conhecidas vivas esta por volta de 82 mil
(ROSKOQV et al., 2020). De um modo geral, os curculionideos possuem habito de
vida diversificado. Na sua maioria séo fitofagos e alimentam-se da parte aérea,
externa ou interna da planta hospedeira, enquanto outras espécies sao encontradas

se alimentando de raizes, de frutos ou sementes das plantas hospedeiras, por
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exemplo, plantas ruderais (plantas pioneiras) e/ou de valor econémico (LYAL, 1996;
ANDERSON, 2002; DE OLIVEIRA, 2011; DE OLIVEIRA 2009).

Os curculionideos variam de 0,5 a 90 mm de comprimento, sendo o corpo
altamente esclerosado e compacto (CASSARI; IDE, 2012). Os adultos geralmente
possuem um rostro prolongado, enquanto as antenas sao do tipo geniculo-clavadas
e com sua inserc¢ao variando entre a regido proxima da base ao apice do rostro
(MARVALDI, A; LANTERI, 2005). Em algumas espécies a inser¢gdo das antenas
pode ser um carater de dimorfismo sexual (intraespecifico) (BARRETO; ROSADO-
NETO, 2012). Dentro das subfamilias do grupo, Molytinae Schoenherr, 1823 abriga
vastas espécies de interesse econdmico, cita-se P. notaticeps e E. cf. elongatus
ambas coleobrocas de importéncia agricola para as culturas do pinhdo-manso e
mandioca (OLIVEIRA et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2019). Ressalta-se que
anteriormente Cryptorhynchinae Schoenherr, 1825 era considerada como subfamilia
valida, contudo sua posigdo tem sido questionada ao longo dos anos, e assim
considerou-se a utilizacdo para a presente tese o sensu Lyal 2014 (OBERPRIELER
et al., 2007; OBERPRIELER, 2014; LYAL, 2014). Assim, a antiga subfamilia
Cryptorhynchinae atualmente tribo Cryptorhynchini apresenta para a regido
Neotropical mais de 220 géneros que carecem de muitos estudos (ANDERSON
2002, OBERPRIELER et al., 2014). Uma vez que somente na América do Sul, a
fauna de Molytinae esta dividida em 19 tribos com 749 géneros, além de uma tribo
introduzida com cinco géneros (LYAL, 2014); acrescenta-se também que somente o
género Eubulus sp. abriga mais de 80 espécies de ocorréncia no Brasil (WIBMER,;
O’BRIEN, 1986).

De um modo geral, os curculionideos da subfamilia Molytinae possuem a
presenca de um canal na regido do pro e meso-esterno, geralmente em formato de
calice que aloja o rostro, o receptaculo ou sulco esternal (MARVALDI, A; LANTERI,
2005). Ainda dentro de Molytinae a regidao external e abdominal podem evidenciar
caracteres de dimorfismo sexual (SILVA-FILHO et al., 2007; BARRETO; ROSADO-
NETO, 2012). Assim, diante da expressiva diversidade da diversidade do grupo, os
dados morfolégicos, internos e externos, investigagdes sobre semioquimicos,
informacdes genéticas de genes conservados e de baixa mutagdo tém sido
utilizados para subsidiar a identificagdo de espécies animais e em filogenias, como
por exemplo, as subunidades mitocondriais dos ribossomos dos nucleotideos 18S
rRNA, 16S rRNA e do gene mitocondrial Citocromo C Oxidase 1 (CO1) (HEBERT et
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al.,, 2003; AMBROGI et al., 2009; RAMADAN; BAESHEN, 2012). Ademais, o CO1
tem ganhado destaque pelo seu poder de resolugdo, ao passo que possui uma
regidao solidamente bem conservada e pela rapida resposta em analises de
complexo de espécies (HEBERT et al., 2003; JINBO; KATO; 2011; MADDEN et al.,
2019). Além da determinagao de uma espécie, o conhecimento a respeito do habito
de vida € muito importante bem como a sexagem, pois sdo passos chaves para os
estudos sobre emissao feromonal, no qual geralmente um dos sexos € o emissor da
mensagem quimica, por exemplo, sinais como agregacao ou sexual (ZARBIM ET
AL., 1999; ZARBIM et al., 2009).

No contexto de espécies de insetos-praga da familia Curculionidae, certas
espécies de coleobrocas tém sido reportadas nos mais diferentes cultivos tais como
algodao, soja, mamao, coco, banana, acerola, laranja, cacau, abacate, e mais
recentemente as coleobrocas Eubulus cf. elongatus a brocas-da-mandioca e
Pappista notaticeps a broca-do-pinhdo-manso, que se desenvolvem no interior da
planta hospedeira causam até irreversiveis danos (Marshall, 1925) (MONTE, 1940;
GALLO, 2002; DE OLIVEIRA et al., 2011; DE OLIVEIRA et al., 2019). Dados
aprofundados sobre P. notaticeps ainda s&o escassos, como € o caso do dimorfismo
sexual de sua Ecologia Quimica (Ex. estudos sobre emissao feromonal). Entretanto,
dados da distribuicdo espacial revelaram picos populacionais altos de P. notaticeps
entre novembro e dezembro (OLIVEIRA et al., 2017).

No Brasil, ainda ha registro de outras trés espécies de Eubulus alimentando-
se em diferentes plantas hospedeiras, Eubulus sp., Eubulus triangularis (Boheman,
1837) em Vernonia sp. (Asteraceae), Eubulus virgatulus Marshall 1933 em caule de
Acantacea, e Zascelis multicostatus (= Eubulus theobromae sensu WIBMER;
O’BRIEN, 1986) em Theobroma cacao (Cacau) (COSTA-LIMA, 1956). Para Silva
(2014) foi evidenciado um representante de Eubulus sp. alimentando-se de Alibertia
edulis (Rubiaceae). Assim, observa-se a caréncia de estudos de morfologia, biologia
e comportamento dos espécimes neotropicais representantes de Eubulus e
Pappista, visto ainda a escala temporal dos dados obtidos, e inclusive devido ao
surgimento de espécies de interesse econémico no cultivo de mandioca e pinhao-

manso no Brasil.
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2.3 CURCULIONIDAE: Biologia, Comportamento e Comunicacao

2.3.1 Biologia

Larvas e adultos de curculionideos possuem o habito alimentar fitéfago e
endofitico, ou seja, com o desenvolvimento e alimentagdo ocorrendo no interior da
planta hospedeira (ANDERSON, 2002; OBERPRIELER et al., 2007; LYAL, 2014). A
subfamilia Molytinae de ocorréncia cosmopolita e habitos alimentares diversificados,
podem se alimentar de diferentes estagios da planta hospedeira, como frutos, caule
ou raizes (O'BRIEN; COUTURIER 1995; HOFFMANN-CAMPO et al., 1999; VANIN;
GAIGER, 2005; LYAL, 2014; DE OLIVEIRA et al., 2019). Somente para a regiao
Neotropical inumeras espécies de importancia econémica tém sido reportadas para
diferentes tipos de culturas, como goiaba, cacau, cupuagu, pau-rosa e soja,
mandioca e pinhdo-manso (ver. MENDES et al., 1997; HOFFMANN-CAMPO et al.,
1999; THOMAZINI, 2000; BAILEZ et al., 2003; NUNES et al., 2009; DE OLIVEIRA et
al., 2011; DE OLIVEIRA et al., 2019).

Durante seus desenvolvimentos no interior da planta hospedeira, os
broqueamentos produzidos, ou seja, a formagao de galerias no interior da planta
hospedeira ocasiona uma seria lesdo interna, o que compromete o transporte de
nutrientes e pode levar a morte da planta (GALLO et al., 2002; OLIVEIRA, 2011).
Para diferentes espécies de curculionideos, as larvas podem atacar diferentes areas
das plantas, como caule, galhos, frutos e raizes (FERREIRA et al., 1997; GIBLIN-
DAVIS, 2001; OLIVEIRA et al., 2011; OLIVEIRA et al.,, 2019). O tempo de
desenvolvimento dessas espécies também tem sido variado, do estagio de ovo ao
adulto entre 60 a 185 dias e longevidade dos adultos superior a 100 dias (GIBSON,
1964; SILVA, 1999; BAILEZ et al., 2003; SARRO et al., 2004), além disso, o dano
ocasionado pode ser de 50 a 100% da produgao, como tem sido reportado para a
broca-da-mandioca Eubulus cf. elongatus (GASSEN, 1987; SILVA; 1999; OLIVEIRA
et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2019).

A biologia de E. cf. elongatus pouco ainda se sabe, no qual os ovos de cor
branca e de formato oblongo com aproximadamente 0,8 milimetros de comprimento
sao ovipositados no interior da caule da mandioca; para larvas sua coloragao tem
variado do branco a cor creme e um comprimento de 13 milimetros, sendo neste

estagio o qual geral maior dano e inumeras galerias do caule até a raiz; apds passar
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pelo instares larvais, ocorre a formagao da pupa na raiz, e entdo por ultimo a
emergéncia dos adultos (OLIVEIRA et al., 2019).

2.3.2 Comportamento e comunicagao

Informagdes de comportamento e comunicacdo de espécies de insetos-
praga sdo importantes para subsidiar o seu manejo, pois a comunicagao visual,
sonora e/ou odorifera entre individuos de uma mesma espécie pode gerar um
comportamento especifico, seja para atrair ou repelir os individuos em armadilhas
colocadas em uma area de cultivo (ROSADO-NETO; SANTOS, 2010; MANKIN,
2011; REDDY et al., 2011; MARTINS, 2013). Em campo, a deteccdo de uma
molécula de odor sexo-especifica é realizada pelo par de antenas, as quais possuem
cerdas, as sensilas, responsaveis pela recepcao das moléculas de odores que
posteriormente sdo traduzidas, por exemplo, em um sinal quimico de agregacéo
e/ou sexual (LEAL, 2005; ZARBIN et al., 2009).

Os principais dados de comportamento de espécies de curculionideo pragas
agricolas sdo o comportamento copula, a comunicagdo visual e a comunicagéo
mediada por volateis, a exemplo de ferombénios (AMBROGI; ZARBIN, 2008;
AMBROGI et al., 2012; UZAKAH; ODEBIYI 2015). Sobre o comportamento de
copula, o acasalamento observado em laboratério de Conotrachelus naso,
Conotrachelus posticatus e Conotrachelus carinifer iniciaram-se por volta do quarto
dia apés a emergéncia dos adultos (GIBSON, 1964), enquanto para C. psidii o
comportamento de cépula foi observado cerca de 14 dias apdés a emergéncia da
camara pupal (BAILEZ et al., 2003). A andlise do comportamento sexual em
laboratorio permite entender o estagio de reproducdo e estimar o periodo de
reprodugcao a campo, um fator importante para entender o estagio de reproducgao, os
picos populacionais € a comunicagdo a nivel intraespecifico de espécies de
interesse econdmico (GIBSON, 1964; MARTINS, 2013; UZAKAH; ODEBIYI 2015).
Outro componente a ser investigado, o comportamento de alimentagéo, pode ainda
informar o momento do inicio do monitoramento de insetos-praga, assim como
reportado para C. humeropictus que larvas e adultos que atacam frutos de cupuacu
em diferentes estagios de desenvolvimento (THOMAZINI, 2000).

A importancia da investigagdo do comportamento de comunicagéo visual e

odorifero de espécies-praga exemplifica-se, para Rhabdoscelus obscurus
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(Boisduval, 1835) (Coleoptera: Dryophthoridae) e C. sordidus, que diferentes
caracteristicas das armadilhas iscadas com o feroménio da espécie e avaliadas em
razao da cor, tamanho e tipo de armadilha adotada podem influenciar na taxa de
captura de adultos (REDDY et al., 2011; REDDY; RAMAN, 2011). Por fim, entre os
curculionideos, ha espécies em que ambos os sexos foram documentados emitindo
sons audiveis através do aparelho estridulatorio do tipo élitro-tergal (ROSADO-
NETO; SANTOS, 2010). Interessantemente, os sons produzidos e analisados de
trés espécies, Conotrachelus naso, C. carinifer e C. posticatus evidenciaram uma

diferenca a nivel intra e interespecifico entre eles (GIBSON, 1967).

2.4 FEROMONIOS DE INSETOS: CURCULIONIDAE

2.4.1 Feromodnios de insetos e sua potencialidade: Curculionidae

Os feromoénios sao substancias espécie-especificas secretadas por uma
espécie, que recebida pelo seu coespecifico, macho ou fémea, mediara uma reposta
comportamental (KARLSON; LUSCHER, 1959). A partir disso, o uso de feromdnio
na agricultura tem-se tornado uma valiosa ferramenta que possibilita entender, por
exemplo, como as espécies de insetos se comunicam em um nivel intraespecifico e
assim possibilita utilizarmos essa comunicagdo no seu controle, de forma espécies
especifica (VILELA; DELLA LUCIA, 1987; REDDY et al., 2011).

Desde a identificagcdo em 1959 da primeira molécula de ferombnio sexual da
mariposa Bombix mori (L. 1758) (Lepidoptera: Bombycidae), a area de estudo com
feroménios tem crescido (BUTENANDT, et al., 1959; MOREIRA et al., 2005; El-
SAYED, 2020). Nas ultimas duas décadas, varias espécies de insetos-praga,
incluindo os curculionideos, tiveram estudos voltados para identificacao feromonal
(ZARBIN et al., 2009; AMBROGI et al., 2009; BERGMANN et al., 2009; AMBROGI et
al., 2012; SZCZERBOWSKI et al., 2016; VIDAL, et al. 2019). Desse modo, abre-se
um mercado para viabilizacdo e implementagcdao das moléculas identificadas, as
quais tém um enorme potencial de serem adotadas no controle e/ou monitoramento
das espécies de importancia econdmica no Brasil € no mundo.

Com o uso dos feromdnios em cultivos agroflorestais, ha possibilidades de
realizar medidas como o monitoramento, coleta massal ou confusdo sexual; No

monitoramento detecta-se a presenca ou auséncia da espécie de inseto-praga no
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campo, enquanto a coleta massal age na redugdo do nivel da populagdo de uma
dada espécie-praga especifica; Na confusao sexual, ocorre a saturagdo do ambiente
com o(s) composto(s) sexual (is) que atuam na diminuicdo da taxa de coépula, e
posteriormente reduz o nivel populacional (VILELA; DELLA LUCIA, 1987; VILELA;
DELLA LUCIA, 2001; ZARBIN et al., 2009). Ressalta-se que as coleobrocas
possuem comumente o habito endofitico e o uso de inseticidas sao ineficazes, o que
reforca a busca por alternativas viaveis e ecoldgicas na luta contra espécies-pragas
de insetos (GALLO et al., 2002; AMBROGI et al., 2009).

Ao agirem de modo espécie-especifico, os ferombnios nido afetam as
espécies de insetos benéficos a agricultura, contribuem na redugdo do uso de
inseticidas e em seus efeitos adversos, tais como, a resisténcia dos insetos alvo as
moléculas de inseticidas, presenca de residuos em alimentos e bem como na
reducdo da contaminagcdo ambiental (VILELA, 1997; ZARBIN et al., 2009;
PIMENTEL; BURGESS, 2014; BENTO et al., 2016; HAN et al., 2018). Uma vez que
a comercializagdo de agrotoxicos tem crescido e, segundo o Sindicato Nacional da
Industria de Produtos para Defesa Vegetal (SINDIVEG), em 2018 foram aplicadas
937,8 mil toneladas de agrotoxicos, e para 2019, com cerca de 993,2 mil toneladas,
um aumento de 5,9%. Assim, o Manejo Integrado de Praga (MIP) juntamente com
conhecimentos de taxonomia de biologia sdo fortes ferramentas na manutengao da
populacdo espécie de insetos-pragas em campo (GALLO, 2002; BENTO et al.,
2016). No Brasil, o monitoramento populacional do moleque-da-bananeira,
Cosmopolites sordidus e do bicudo do algodoeiro, Anthonomus grandis sao
exemplos do sucesso de uso dos feroménios sintéticos (MESQUITA, 2003; PRACA,
2007).

De modo a entender o que cada mensagem quimica entre machos e fémeas
da espécie alvo pode significar, alia-se o estudo do comportamento animal com o
estudo das estruturas quimicas por estes insetos produzidos emitidos (VILELA;
DELLA LUCIA, 1987; ZARBIN et al., 1999). Assim, conhecer o emissor e a
bioatividade dos feroméOnios sdo os primeiros passos para identificacdo de um
composto feromonal (FERREIRA; ZARBIN, 1998; ZARBIN, 1999). Geralmente sao
0s machos entre os curculionideos que emitem compostos feromonais, por exemplo,
feromoOnios sexuais e de agregacdo (AMBROGI et al 2009; WYATT, 2014). Tais
compostos s&o listados como monoterpenoides (caracteristicamente ciclicos),

derivados de acidos graxos, como os alcoois, cetonas e ésteres (FERREIRA;
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ZARBIN, 1998; SEYBOLD; VANDERWEL, 2003; MOREIRA et al., 2005; ZARBIN et
al., 2007; AMBROGI et al 2009). Em Curculionidae, a biossintese dos compostos
sdo geralmente partidas da via do metabolismo do acido graxo ou via percursores de
isoprenoides (TILLMAN et al., 1999; SEYBOLD; VANDERWEL, 2003).

Ao se realizar a comparagcdo de pesquisas na area de ferombnios em
contraste com biodiversidade de curculionideos de 50 mil espécies descritas
(OBERPRIELER et al., 2007; STORK, 2017), a base de dados ‘Pherobase’ sobre
Ferombnios e Semioquimicos, aponta atualmente o estudo de 55 géneros
representados por apenas 100 espécies, das quais somente 42 espécies tiveram
evidenciados compostos marcados como feroménios (EI-SAYED, 2020). Assim,

ressalta-se a escassez e demanda de estudo na area.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o dimorfismo morfolégico e a comunicagdo quimica a nivel

intraespecifico das coleobrocas Eubulus cf. elongatus Hustache, 1924 e Pappista

notaticeps (Marshall, 1925), e a énfase no comportamento de Eubulus cf. elongatus

(Coleoptera: Curculionidae) para assim prover informacbes para elaboragao de

taticas de controle e/ou monitoramento dessas espécies.

3.1.1 Objetivos especificos

Vi.

. Investigar ocorréncia de outra espécie de Eubulus sp. além de Eubulus cf.

elongatus em cultivar de mandioca (Manihot esculenta): BRS 399;

. Identificar e caracterizar o dimorfismo interespecifico entre as espécies

estudadas;

Estudar o comportamento de atividade e sexual de Eubulus cf. elongatus;

Investigar o dimorfismo sexual entre machos e fémeas de Eubulus cf. elongatus e

Pappista notaticeps (Coleoptera: Curculionidae);

Determinar a razdo sexual das coleobrocas: Eubulus cf. elongatus e Pappista

notaticeps;

Implementar a técnica de coleta de volateis sexo-especifica para Eubulus cf.

elongatus e Pappista notaticeps;
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. OBTENCAO DOS INSETOS E SUA MANUTEMCAO

Amostras de adultos de Pappista notaticeps coletados por armadilha de
campo em plantios de pinhdo-manso, e de adultos de Eubulus cf. elongatus também
coletados por armadilhas iscadas com mandioca em areas de lavouras comerciais
de mandioca (cultivar BRS 399) em Planaltina, Distrito Federal, bem como pupas e
adultos de Eubulus cf. elongatus cedidos da criacdo estoque do pesquisador Dr.
Charles Martins de Oliveira da Embrapa Cerrados em Planaltina, Distrito Federal,
Brasil, e em seguida foram enviados ao Laboratério de Semioquimicos da UFPR do
Departamento de Quimica na Universidade Federal do Parana (UFPR) na cidade de
Curitiba, Parana, Brasil.

Adultos de P. notaticeps e E. cf. elongatus foram mantidos em incubadoras
do tipo BOD em condigbes de laboratério controladas (25 + 1°C; 70 + 10%; Fotofase:
12h/ Escotofase: 12h). Os insetos foram alimentados com mandioca ad libitum em
gaiolas plasticas (comprimento: 30; altura: 10; largura: 10 cm). Pupas de Eubulus cf.
elongatus foram individualizadas em potes plasticos (didmetro: 20; altura: 12 cm) e
mantidos nas mesmas condi¢cdes de laboratorio. Apds a emergéncia dos adultos, a
dieta mandioca foi oferecida como alimento no didmetro de 5 cm, sendo renovadas a
cada 48 horas. Os adultos obtidos foram mantidos separados para uso posterior nos
experimento, sendo a sexagem baseada na morfologia externa dos individuos
provenientes do campo e/ou emergidos em laboratério foi realizada sob
estereomicroscopio Quimis (10X - 40X) acopladas a camera de 5 megapixels para o
registro de fotos ver itens 4.2.2 € 4.2.3.

Amostras de adultos das espécies de coleobrocas do pinhdo-manso e
mandioca foram encaminhadas para confirmagao das espécies pelo taxonomista em
Curculionidae Dr. Germano Henrique Rosado Neto, da Universidade Federal do
Parana. A coleobroca do pinhdo-manso foi determinada como Pappista notaticeps,
enquanto para coleobroca da mandioca foi proposto Eubulus cf. elongatus.
(FIELDER 1939; 1952).



30

4.2 ESTUDOS MORFOLOGICOS DAS COLEOBROCAS Eubulus cf. elongatus,

Eubulus sp. e Pappista notaticeps.

4.2.1 Avaliacao do dimorfismo interespecifico das brocas-da-mandioca: Eubulus cf.

elongatus e Eubulus (sp2)

Amostras de insetos adultos foram separadas por morfotipos e nomeadas
em dois grupos: Eubulus cf. elongatus (N= 10) (sp1) e Eubulus (sp2) (N= 10) uma
provavel espécie nova que habita a mesma planta hospedeira. Caracteres
morfologicos externos e das genitdlias de machos (N= 10) foram registrados por
imagens e capturadas via camera Leica DFC 500 acoplada ao esteromicroscopio
Leica MZ16 do “Taxonline - Rede Paranaense de Colecbes Bioldgicas” da
Universidade Federal do Parana. As fotos obtidas foram tratadas via programa GIMP
2.8.22, um software livre (GIMP, 2007). Optou-se por utilizar a genitalia de machos
devido a baixa amostragem das fémeas de Eubulus (sp2). A nomenclatura dos
caracteres externos seguiu a metodologia proposta por Marvaldi; Lanteri (2005) e
para preparagdo e nomenclatura das estruturas internas seguiu-se o proposto por
Thompson (1992) e Santos e Rosado-neto (2010).

Além das analises morfologicas, o parentesco dos morfotipos ‘sp1’ e ‘sp2’
também foram testados via andlise de DNA — PCR. Os primes utilizados foram
obtidos através dos bancos de dados moleculares do GENBANK (National Center
for Biotechnology Information (NCBI) e de literatura do BOLD (Barcode of Life Data
System) (BENSON et al., 2014; RATNASINGHAM; HEBERT, 2007) para Eubulus.
Os individuos utilizados eram originarios de criagcdo em laboratorio. Com isso,
utilizou-se a assinatura genética do gene citocromo oxidase 1 (COl). A analise
genética dos individuos ‘sp1’ e ‘sp2’ foi realizada pela Startup GoGenetic
(BALSANELLI et al., 2016) sediada na Universidade Federal do Parana. Os dados
obtidos das analises de DNA serdao depositados e disponibilizados na plataforma

publica de acesso a base de dados genéticos (GenBank ©).
4.2.2 Dimorfismo sexual da broca-da-mandioca, Eubulus cf. elongatus

A sexagem de broca-da-mandioca foi realizada somente para o morfotipo de

Eubulus cf. elongatus, dos quais foram obtidos um numero consideravel de amostra,
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seguindo a metodologia proposta por Barreto e Rosado-Neto (2012). Foram
utilizadas amostras de machos (N= 30) e fémeas (N= 30). A morfologia externa foi
investigada via estereomicroscopio e imagens adquiridas via camera Leica descrita

anteriormente.

4.2.3 Dimorfismo sexual da broca-do-pinhao-manso: Pappista notaticeps

Para determinagcdo do dimorfismo sexual da broca-do-pinhdo-manso, P.
notaticeps analisou-se as morfologias externas de amostras de machos (N= 30) e
fémeas (N= 30) adultos. A investigagdo da morfologia externa foi conduzida sob
estereomicroscépio, e assim, possibilitou distingui-los sem danos para iniciar os
estudos voltados a coleta de volateis. Fotos foram registradas em microscépio
eletrénico do Centro de Microscopia Eletrobnica (CME) para melhor evidenciar o
dimorfismo encontrado. As imagens foram tratadas via GIMP 2.8.22. Para checagem
da sexagem realizada dos adultos de P. notaticeps, foi utilizado o método descrito

por Barreto e Rosado-Neto (2012).

4.2.4 Avaliagao da razdo sexual da coleobroca Eubulus cf. elogantus e Pappista

notacipes

Para avaliacdo da propor¢cdo de machos e fémeas de Eubulus cf. elongatus
foram utilizados os insetos enviados entre o periodo de maio de 2017 a maio 2018
(N=171), e julho de 2018 a julho 2019 (N= 341). As amostras de adultos de P.
notaticeps seguiram a mesma data citada anteriormente e foram de 2017-2018
(N=53) e 2018-2019 (N= 87). Os insetos utilizados nesta etapa foram oriundos de
areas de coleta por armadilhas e criagao em laboratério ver item 4.1 sobre obtencao

dos insetos.

4.3 ESTUDO COMPORTAMENTAL DE Eubulus cf. elongatus

E. cf. elongatus foram acompanhados desde o periodo de pupa, sendo o
qual possibilitou a obtengdo de individuos virgens e de idade conhecida em
laboratorio, bem como a realizagdo da investigagdo comportamental do ritmo

circadiano e sexual.
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4.3.1 Investigagao do ritmo circadiano de Eubulus cf. elongatus

Amostra de individuos de Eubulus cf. elongatus recém-emergidos (N= 48)
foram mantidos individualizados em recipientes (8 cm de altura x 10 cm largura),
alimentados com pedacos de raiz de mandioca e mantidos sob condicbes
controladas (25 = 1 °C; 70 = 10%; Fotofase: 12h) até 15 + 3 dias de vida. Foram
sexados 20 machos e 20 fémeas e distribuidas em quatro potes divididos por sexo,
ou seja, cada pote conteve cinco machos e outras cinco fémeas respectivamente (10
x 12 cm altura e largura). Depois de separados por sexo, foram alimentados com
dieta natural (mandioca) ad libitum. Todos os recipientes utilizados neste
experimento tiveram as laterais furadas (16 furos) (x 1 cm de didmetro) para
circulacao de ar. Os potes foram cobertos com plastico filme de PVC (Policloreto de
vinila) para facilitar as filmagens. Os recipientes com os grupos foram filmados por
96 horas para avaliacdo do ritmo circadiano. Os videos foram realizados via webcam
(8 megapixels) acoplado ao notebook, e fotografias capturadas por uma camera
modelo Sony HSC 400. O experimento foi constituido de observagao por 15 minutos
de cada hora da fotofase e da escotofase. Em 24 horas de analise foram realizados
360 minutos de observacgao. Durante os quatro dias foram analisados 1440 minutos
de dados, para machos e fémeas. O carater do estudo foi binomial, ou seja, ativo
(movimentou-se pela arena durante periodo de analise) ou ndo ativo (ndo se
movimentou pela arena durante o periodo de avaliagdo) e que levou em conta o
fotoperiodo, fotofase versus escotofase. A construcdo da metodologia seguiu
Altmann (1974).

4.3.2 Investigagao do comportamento sexual de Eubulus cf. elongatus

Adotou-se a metodologia do item anterior (4.3.1) para a separagao,
condicionamento, filmagem e obtencdo das imagens de Eubulus cf. elongatus
alimentados a base da dieta natural (mandioca). Os individuos utilizados para este
experimento eram virgens e tinham idade de 15 + 3 dias de vida. Este periodo foi
estimado como de maturagao sexual, e foi embasado em trabalhos de biologia de
curculionideos (HOFFMAN; RAFFA, 1992; BARRETO-TRIANA, 2009; KAMIYA,
2015; UZAKAH, 2018). Foram filmados 20 casais durante a foto e escotofase de 12

horas por quatro dias, o que totalizaram 96 horas de filmagens. Assim, foi
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investigado se a ocorréncia de copula poderia diferir entre os periodos, da fotofase
versus escotofase. A avaliagdo constou das observagdes dos primeiros 15 minutos
de cada fotoperiodo. Com a obtenc&o de imagens realizou-se também a descrigéo
do comportamento de copula. A nomenclatura adotada para descrigcdo do etograma

foi baseada em Yamamoto e coautores (2002).

4.4 TECNICA DE COLETA DE VOLATEIS

4.4.1 Coleta e obtengao dos extratos de macho e fémeas das coleobrocas

Em condi¢des controladas (25 £ 1°C; 70 £ 10%; Fotofase: 12h) um grupo de
10 fémeas e 10 machos de P. notaticeps e E. cf. elongatus foram separados por
sexo e espécies e acondicionados em quatro camaras de vidro (A: altura: 30 cm e
didmetro 20 cm) e (B: altura: 30 cm e didmetro 30 cm) com dieta natural, ou seja,
cada camara conteve somente machos ou somente fémeos da espécie (FIGURA 2).
Em cada camara foi oferecida dieta natural, pedagos de raiz de mandioca de cultivo
organico (dez centimetros de comprimento) dispostas sob folhas de papel toalha.

Os extratos organicos volateis obtidos de machos e fémeas das presentes
espécies foram originados a partir do sistema de areacédo (Figura 2C). O sistema de
areagcao baseou-se em ar umidificado com agua destilada, que seguidamente foi
filtrado por carvao ativado. O ar tratado segue para as camaras contendo somente
machos e camaras contendo somente fémeas mais a dieta natural (1 L min™/
camara). O ar que entra se destina a saida, a qual contém uma coluna de vidro (10 x
1 cm: altura x didmetro em centimetros) com 20 miligramas de polimero adsorvente
HayeSep Q 80-100 mesh (Althech, Lokeren, Belgium) para coletar os volateis

produzidos pela dieta e das respectivas espécies/sexo dos insetos.
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FIGURA 2 — Sistema de coleta de volateis via areagao por fluxo de ar em camaras de vidro do tipo
vertical. Machos e fémeas do morfotipo de Eubulus cf. elongatus (A) e Pappista notaticeps (B)
alimentados com raiz de mandioca envolvidos por papel toalha para absor¢do da umidade excessiva;

coleta dos volateis por sexo/espécie em vial de 2 mL com solvente (hexano) bidestilado (C).

No ciclo de 24 horas, as colunas foram retiradas e lavadas com 400
microlitros (uL) de solvente (hexano) bidestilado. As amostras obtidas foram
acondicionadas em vials de 2 mililitros (mL) e devidamente etiquetadas com a data,
nome da espeécie, sexo e o numero de individuos por camara. Em seguida, as
amostras passaram pela etapa de concentragdo com um fluxo de ar filtrado na
vazdo de 1 L min™, e entdo serem posteriormente analisadas. Para todos os
preparos, coletas, extragoes e analise dos volateis seguiu-se a metodologia proposta
por Zarbin et al (1999).

4.4 2 Analise dos extratos de machos e fémeas das coleobrocas

Cada extrato concentrado, de machos e fémeas de ambas as espécies
foram analisados via a técnica de cromatografia gasosa ‘CG’ (GC 2010 — Shimadzu)
e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas ‘CG-EM’ (GC-MS-QP
2010 Plus — Shimadzu). O equipamento contou com uma coluna cromatografica
RTX-5 (30 m x 0,25 mm d. i. x 0,25 pym de espessura de filme; J&W Scientific,
Folsom, Califérnia, EUA) alocado em um forno com parametros programaveis. Das
amostras concentradas a 100 uL, foi utilizado 1 yL para cada extrato/analise em

modo splitless. A configuragdo da temperatura do injetor foi de 250 °C. A rampa de
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temperatura utilizada foi com forno em 50 °C por um minuto, elevando-se 7 °C por
minuto até 250 °C, e mantendo-se por 10 minutos. O gas de arraste utilizado foi o

hélio com fluxo de 1 mL minuto™.

4.5 ANALISES ESTATISTICAS

Para avaliagéo do ritmo circadiano de macho e fémea de E. cf. elongatus, foi
utilizado o Modelo Linear Generalizado (MLG) com acesso aos pacotes da biblioteca
(Mass effects; Multicomp; Anova Oneway e Tukey) via R. Studio 1.2.13 (RStudio,
2019) Para analisar se os eventos de copula poderiam difere entre a fotofase e
escotofase, utilizou-se o teste do Chi-quadrado, bem como para avaliar a razao
sexual entre machos e fémeas das coleobrocas estudadas. O valor de P utilizado foi
de P< 0.05 e o programa BioEstat 5.3 (AYRES et al.,, 2007). Para os periodos
amostrados dos eventos de copulas, os ndo acasalamentos ndo entraram na analise

estatistica.
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5. RESULTADOS

5.1 AVALIACAO DA MORFOLOGIA INTERESPECIFICA DAS BROCAS-DA-
MANDIOCA Eubulus cf. elongatus ‘sp1’ e Eubulus ‘sp2’

As anadlises das genitalias de machos dos morfotipos de Eubulus cf.
elongatus ‘sp1’e Eubulus ‘sp2’ revelaram uma morfologia diferenciada, qual machos
de Eubulus sp. ‘sp2’ observou-se a presenga de escleritos na regidao do aedeagus,
ausentes totalmente para ‘sp1’. Para as duas espécies de E. cf. elongatus ‘sp1’ e
Eubulus ‘sp2’, a espicula gastral apresentou grande semelhanga exceto, pela base
invertida em vista superior, assim estes dados sustenta a hipotese de serem

espécies diferentes (Figura 3).
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FIGURA 3 - Morfologia da genitélia e do ultimo tergo abdominal de machos dos morfotipos Eubulus
cf. elongatus ‘sp1’ (A); Eubulus ‘sp2’ (B). Vista superior das genitadlias de machos de Eubulus cf.
elongatus e ‘sp2’. Setas indicam os segmentos: 1= 8° esternito abdominal; 2= Espicula gastral; 3=

Tégmen; 4 = Aedeagus.

Uma vez investigado a morfologia interna para diferenciagdo das espécies,
os resultados com os dados da morfologia externa revelaram caracteres particulares
para cada espécie. Dentro dos individuos analisados, ficaram evidenciados que a
tibia do terceiro par de pernas uma dilatagdo no apice para E. cf. elongatus, e para

Eubulus sp. (Sp2) um formato arredondado das tibias posteriores, o que se
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constituiu um carater externo importante para separacao das espécies. Destaca-se
especificamente a morfologia do apice da tibia posterior de ambos os exemplares
(FIGURA 4).

Eubulus cf. elongatus ‘sp1’ Eubulus‘'sp?2’

Tibia
posterior

A— Tibia

posterior

FIGURA 4 - Dimorfismo interespecifico das coleobrocas da mandioca. Vista lateral de Eubulus cf.
elongatus e Eubulus ‘sp2’. Em destaque, a perna posterior de ambos os individuos e o apice da tibia.

Setas indicam o apice da tibia, onde: A= pré-mucro; B= espora ‘dente’; C= Uncus.

As analises de DNA mitocondrial (COIl) das amostras Eubulus ‘sp?’
apresentaram 86,06% de identidade (568/660 bases) para
Niphadomimus alcyone Grebennikov, 2014 (Coleoptera: Curculionidae), enquanto as
amostras batizadas de “sp2” revelaram 84,74% de identidade (561/662 bases) para
Eubulus parochus (Coleoptera: Curculionidae) (Herbst, 1797) (FIGURA 5).
Infelizmente, a identificagdo da espécie tornou-se inviavel dentro das amostras
utilizadas, pois ndo apresentaram um valor de decisdo superior a 99%. Assim, o
resultado das identidades ao nivel de espécie para os morfotipos ‘sp1’ e ‘sp2’ foi
inconclusivo. Contudo, os arranjos dos pares de base encontrados séo diferentes,
ou seja, os dados obtidos contribuem para o ja evidenciado pela analise morfolégica,

a presenca de duas espécies, que inclusive, habitam a mesma planta hospedeira.
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api
TATAAAGATAT TG TACATTATAT T T TAT T TT TGGATCTTGATCAGGAATAGTAGGGACATCT
TTAAGAATACTAATTCGAACTEAATTAGCAAACCCAGGAAGATTAAT TGO TAATGATCAAAT

TTATAACTCTAT TG T TACAGCTCATGCCTTTATTATAAT TTTCT T TATAG T TATACCTAT TATAAT
CEAGEEGETTTGRAAACTEATTAGTACCCCTTATATTAGGAGCCCCTRGATATGECCTTTCET
T T TAAT A TAT AR AT TT TEAC T T TAC CAC AT T TTACTET TT TATTRAATAAG ALG AL
TTATAGATAAAGGAGCCGGAACAGGTTGAACAGTTTATCCTCCTCTT TCCACAAATATCTCG
CATGAAGGAGCCTCACTAGATTTAGCAATTTTTAGACTCCATATAGCAGGAATCTCATCTAT

COTAGGCGCAATARATTTTATT TCAACAATTATTAATATACGATCAACAGGGATAAMACCTGA
CLAAATACCACTATTTGTATGAGCAGTAAAAATTACTGCTATCTTATTATTACTATCTCTTCCA
CTTTTAGCAGCAGCTATTACCATAC TAT TAAC TGATCGAARTATAAATACAT CATTTTTTGACT
CAGCAGGAGGAGGAGACCCAATCCTTTACCAACATTTATTITGATTT TTTGGACATCCAGA

sp2
TCAACCCAATCATALAGATATTGGAACTTTATATTTTATT T TCGGATCCTGATCAGGGATAGTA
GETACTTCTTTAAGATATACTAATCCGAACAGAATTAGGALACCCAGGANGATTAATTGETAAT
GATCAAATTTATAATTCCATTGTTACAGCCCACGCATTCATTATAATTTTTT TTATGGTTATACCA
ATTATAATCGGAGGATTTGGTAATTGACTAGTACCCCT TATACTAGGGGCACCTGATATAGCCT
ToCC G TTAATAATATAAGATTTTGACTTCTACCCCCATCACTTACACTTTTACTAATARGA
AGAATTATAAATAAAGGAGCAGGGACAGGATGAACTGTTTACCCCCCTCTTTCTACTAATATTT
CLCATGAAGGAGCATCAGTTGAT T TAGCAATTTT TAGACTTCATATAGCAGGTATTTCATCAAT
CCTTGGAGCAATAAATTTTATTTCAACAAT CATCAATATACGATCAACAGGAATAALCCTTEAL
CAAATACCCTTATTTGTATGAGC TG T TAAAAT TACAGCTATTTTATTACTTCTTTCACTCCCAGT
ACTAGCAGGTGCTAT TACTATAT TAT TAACCGATCGARAC G TAAATACATCTTTTTTTGACCCA
GCTEGGECAGGTGACCCAATTTTATACCAACACCTATTCTGATTTTTTTGGACATCCALAGA

FIGURA 5 - Sequenciamento genético das coleobrocas da mandioca: ‘Eubulus cf. elongatus (sp1) e
Eubulus sp.'sp2’.

O apanhado de informagdes dos dados morfoldégicos e genéticos dos
morfotipos Eubulus cf. elongatus e Eubulus sp. ‘sp2’ forneceram subsidios para
separagao destas espécies. A partir da separacdo dos morfotipos previamente
estabelecidos e identificados como pertencentes ao género Eubulus utilizou-se a
chave de identificacdo das espécies elaborada por Field (1939; 1952), assim, foi
proposto Eubulus cf. elongatus, e para o morfotipo ‘sp2’, manteve-se como, Eubulus
sp. para a qual sugerimos ser uma espécie nova. Assim, mais espécimes do
morfotipo ‘sp2’ precisam ser avaliados e estudados, visto o baixo numero amostral
obtido.

5.2 INVESTIGACAO DO DIMORFISMO SEXUAL DAS COLEOBROCAS: Eubulus

cf. elongatus e Pappista notaticeps

As analises realizadas entre os grupos de machos (N= 30) e fémeas (N= 30)

de P. notaticeps revelaram uma caracteristica morfolégica externa e distinta entre os
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sexos localizada no metaesterno (FIGURA 6). Os metaesternos das fémeas se
caracterizaram pela forma convexa, enquanto no metaesterno dos machos

evidenciou-se uma depressdo, ou seja, uma concavidade.

FIGURA 6 — Dimorfismo sexual de Pappista notaticeps na vista superior ventral. Fémea a esquerda e
macho a direita. Acima vista do esterno de ambos o0s sexos. Abaixo vista ampliada do metaesterno.
As setas evidenciam o dimorfismo sexual encontrados para diferenciar as fémeas (forma convexa)

dos machos (forma céncava) de P. notaticeps.

Para as amostras investigadas da broca-da-mandioca de E. cf. elongatus, o
dimorfismo sexual foi evidenciado no terceiro par de pernas. As analises
morfolodgicas apontaram a regido da tibia de machos e fémeas como um carater de
diferenciacao entre os sexos. Para os machos, a tibia apresentou da base ao apice,
um aspecto uniforme de desenvolvimento, enquanto que para as fémeas, a tibia
comeca em sua base de forma estreita, e ao decorrer do seu comprimento

observou-se uma dilatagdo (FIGURA 7).
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Macho

FIGURA 7 — Dimorfismo sexual de Eubulus cf. elongatus na vista lateral interna. Terceiro par de
pernas do macho acima e da fémea abaixo. Para fémea, a seta aponta o alargamento da base ao
apice da tibia no terceiro par de pernas para fémea de E. cf. elongatus; o oposto pode ser observado

pela seta indicada na tibia do macho.

5.3 AVALIACAO COMPORTAMENTAL DA COLEOBROCA-DA-MANDIOCA:

Eubulus cf. elongatus

Os ensaios comportamentais do ritmo circadiano de Eubulus cf. elongatus
resultaram na avaliagdo do periodo da fotofase e escotofase para ambos os sexos.
Primeiramente, a comparacdo das amostras entre o0s sexos revelou uma
similaridade comportamental durante os periodos de 12 horas da fotofase entre
machos e fémeas, e o mesmo foi observado dentro das 12 horas da escotofase.
Contudo, o numero de individuos ativos (eixo Y) versus cada fotoperiodo (eixo X) foi
divergente entre os fotoperiodos (FIGURA 8). Na avaliacdo de somente fémeas
entre a fotofase e escotofase, pode-se observar com mais clareza que dentro das
amostras avaliadas, ha uma divergéncia significativa de atividade entre os
fotoperiodos. Assim, os dados obtidos de machos e fémeas evidenciaram uma

atividade significativa para o periodo da escotofase.
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FIGURA 8 — Ritmo circadiano por sexo /fotoperiodo de Eubulus cf. elongatus. Ritmo circadiano de E.
cf. elongatus na fotofase e escotofase de 12 horas cada. Fémeas acima e de machos a baixo. Letras

iguais indicam que nao houve diferenca estatistica via teste MLG com P < 0.05.

A seguir, os resultados obtidos do comportamento sexual apontaram que o
comportamento de copula ocorreu independente do fotoperiodo, ou seja, tanto na
fotofase quanto na escotofase. Nas analises dos eventos de cépula comparando os
fotoperiodos de 12 horas e avaliando os 15 minutos de cada hora ndo observou
diferenca estatistica pelo teste do Chi-quadrado 1.68 P= 0.25 (FIGURA 9).
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FIGURA 9 — Numero total de cépulas ocorridas de casais de Eubulus cf. elongatus entre a fotofase e

escotofase de 12 horas cada e acompanhada por quatro dias.

Basicamente, o comportamento de copula desta espécie foi dividido em
quatro etapas: pré-copula; copula, pés-cépula e guarda (FIGURA 10 = 1°- 4°). Nas
imagens tomadas para descrever o comportamento de copula foi destacado por
machos realizaram o denominado ‘comportamento de guarda’. O comportamento foi
caracterizado por machos que apds a cépula mantiveram-se no dorso da fémea por
um longo periodo (+ 4 horas). Este comportamento foi observado em todas as
copulas ocorridas independente do fotoperiodo.

O etograma geral iniciou-se com o encontro do macho com a fémea e em
seguida subindo no seu dorso (FIGURA 10 = 1°). As pernas anteriores apoiam-se no
pronoto da fémea com a utilizacdo dos uncus, estrutura em formato de gancho
utilizado para fixagdo (FIGURA 10 = 2°). Com o par de pernas posteriores, a
esquerda funcionou como um apoio, enquanto a perna posterior direita, mais
especificadamente a regido tarsal, desencadeia um processo de repetitivos toques,
aqui denominado de “corte” para que ocorra a copula. Em outras palavras, a regiao
tarsal da perna posterior direita dos machos realiza repetitivos toques nos
uroesternitos do segmento abdominal da fémea (FIGURA 10 = 2° e 3°), nesta etapa
ocorre a insergao do aedeagus (FIGURA 10 = 3°). Por volta de 30 minutos depois
ocorre a retirada do edeagus e inicia-se o comportamento de guarda (FIGURA 10 =
4°). Todas as etapas entre o 1° ao 3° estagio ocorreram geralmente entre 30
minutos a 1 hora, ja o comportamento de guarda durou periodos superiores a 4

horas.
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FIGURA 10 — Etograma do comportamento de cépula de Eubulus cf. elongatus. Etograma de coépula.
Setas em vermelho indicam o posicionamento dos apéndices locomotores, pernas anteriores e
posteriores. 1°= encontro e monta; 2°= macho sobre o dorso da fémea, com as pernas anteriores
(regi@o do uncus) fixa-se no pronoto da fémea; 3°= Cortejo e inser¢cao do aedeagus; 4°= retirada do

aedeagus e comportamento de guarda.

5.4 RAZAO SEXUAL DA COLEOBROCA DA MANDIOCA Eubulus cf. elongatus e

Pappista notaticeps

A razao sexual das amostras de E. cf. elongatus referentes aos anos base
2017 e 2018 divergiram entre si. Para o ano base de 2017 evidenciou-se uma
diferenca estatistica pelo teste do qui-quadrado = 6.76 e P= 0.009 entre a proporgao
amostrada maior de machos que de fémeas. Ao amostrar 1.5 machos para cada
fémea. Entretanto, para o ano base de 2018 a razdo sexual observada nao
evidenciou divergéncia estatistica entre a propor¢ao de machos e fémeas pelo teste
do qui-quadrado = 1.98 e P= 0.1591 revelando uma proporgao proxima de 1: 1 de
machos para fémeas (FIGURA 11).

Para os individuos denominados de Eubulus ‘sp2’ a coleta destes espécimes
foi relativamente muito baixa (N= 30), estimou-se uma proporcéo de 10:1 entre E. cf.

elongatus para ‘Eubulus ‘sp2’ respectivamente.
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FIGURA 11 — Proporgédo de machos e fémeas de Eubulus cf. elongatus. Numero total de insetos

sexados. (*) dados significativos p< 0.01. Dados nao significativos (ns).

Para a broca-do-pinhdo-manso, P. notaticeps, ambas as amostras sondadas
de 2017 (qui-quadrado: 0.302 e P= 0.58) e para 2018 (qui-quadrado: 0.334 P= 0.39)
nao apresentaram uma diferenca significativa na propor¢cado analisada das amostras
de machos e fémeas, ou seja, uma proporgao proxima de 1.2 machos para cada 1
fémea (FIGURA 12).
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FIGURA 12 — Proporcdo de machos e fémeas de Pappista notaticeps. Numero total de insetos

sexados de P. notaticeps. Dados nao significativos (ns).

5.5 COLETAS DE VOLATEIS DAS ESPECIES Eubulus cf. elongatus e P. notaticeps

A coleta de 60 extratos das camaras com 10 machos e fémeas da broca-da-

mandioca E. cf. elongatus realizadas durante a presente tese, infelizmente, nao
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evidenciaram nenhum composto sexo-especifico candidato a feroménio. Observa-se
no cromatograma a seguir a comparagao das analises do extrato bruto obtido de
machos e fémeas durante o ciclo de 24 horas de coleta de E. cf. elongatus (FIGURA
13 - A). Para P. notaticeps, avaliaram-se 40 extratos coletados e analisados de
machos e fémeas no mesmo método para E. cf. elongatus, que também n&o
evidenciaram nenhum composto sexo-especifico dentro das amostradas obtidas,

como pode ser observado a seguir (FIGURA 13 - B).

R e o Y S -
1!] ﬂu ]u

Fémea

50 100 150 200 250  30.0
min

M }L]huuu &k‘J\._A”__JM__ Macho
Fémea
5.0 10.0 150 20.0 25.0 30.0

min

FIGURA 13 — Comparagao dos cromatogramas oriundos dos Volateis Coletados de Machos e
Fémeas de Eubulus cf. elongatus (A) e Pappista notaticeps (B) Andlise de cromatografia em fase
gasosa dos extratos de machos (acima) e fémea (abaixo) das coleobrocas alimentadas com dieta

natural (mandioca); Amostragem de 24 horas por extrato.
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6. DISCUSSAO

Os resultados da presente pesquisa evidenciaram a importancia da jungéo
dos dados morfolégicos, moleculares e do comportamento das espécies de
coleobrocas, Eubulus cf. elongatus, Eubulus sp. ‘sp2’ e Pappista notaticeps. Este
trabalho fornece informagdes inéditas para esse grupo de Curculionidae de interesse
agricola que auxiliardo na elaboragdo de taticas de monitoramento e manejo das
espécies. Com isso, possibilita também entender processos relacionados com a
bioecologia, especiagdo e de variagdes genéticas de complexos de espécies, e
ainda no Manejo Integrado de Pragas (MIP) (GALLO et al., 2002; PAGE et al., 2005;
ARMSTRONG; BALL, 2005; ASCUNCE et al., 2008; ASTRIN; STUBEN, 2011;
JINBO et a., 2011).

A morfologia externa dos exemplares analisados de E. cf. elongatus e
Eubulus ‘sp2’ foram semelhantes, exceto pela caracteristica da tibia. Ja as analises
das genitalias dos morfotipos amostrados se mostraram com claras evidencias de
divergéncia. Rosado-Neto e Marques (1996) demostraram que pela analise dos
caracteres morfolégicos de duas espécies consideradas cripticas de Gonipterus
gibberus Boisduval, 1835 e Gonipterus scutellatus Gyllenhal, 1833 (Coleoptera:
Curculionidae), que as genitalias masculinas apresentaram diferengas na regido da
espicula gastral e na presenca de esclerito. Vidal (1955) também evidenciou esta
diferenca em G. gibberus e Gonipterus platensis (Marelli, 1926). Dados morfolégicos
e moleculares (ex. COl) mostraram-se como importantes ferramentas para auxiliar a
separagdo do complexo de espécies-praga criptica da cultura do eucalipto
pertencentes ao género Gonipterus Schoenherr, 1833 (Coleoptera: Curculionidae)
(MAPONDERA et al., 2012).

A diferenga nas tibias posteriores de E. cf. elongatus e Eubulus sp. ‘sp2’
subsidiaram a separacdo das espécies, e inclusive na descricdo do caracter de
dimorfismo sexual para Eubulus cf. elongatus. De forma semelhante, a morfologia da
tibia de Rhyssomatus subtillis Fiedler, 1937 (Curculionidae: Molytinae) evidenciou
que as protibias de fémeas apresentaram o mucro e uncus, enquanto nos machos
ha a auséncia do uncus (CAZADO et al., 2014), o que respaldam a morfologia da
tibia em estudos de cunho intraespecifico e/ou interespecifico em Curculionidae
(VAURIE, 1964; JOHNSON-CICALESE et al., 1990; THOMPSON, 1992;
ELLER,1995; MARVALDI; LANTERI, 2005; PRENA; WHITEHEAD, 2012; CAZADO
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et al., 2014; ANZALDO, 2017). Com isso, endossam-se os estudos morfolégicos e
sua importancia na determinagdao do dimorfismo sexual, etapa imprescindivel, por
exemplo, no estudo da emisséo feromonal.

Sobre os carateres intraespecificos morfolégicos de E. cf. elongatus e P.
notaticeps, os resultados atingidos possibilitaram a realizagdo da sexagem das
espécies. De acordo com o observado para o grupo, o dimorfismo sexual externo
pode ser variado e ainda ser encontrado em diferentes partes do corpo de um
curculionideo, por exemplo, antena, rostro ou abdémen, como observado para
Conotrachelus psidii Marshall, 1922; Onchoscelis germari (Boheman, 1837);
Cratosomus flavofasciatus (Guerin, 1844) e Aubeonymus mariaefranciscae (Roudier,
1881) (ver. PEREZ; SANTIAGO-ALVAREZ, 1981; SILVA-FILHO et al., 2007;
BARRETO; ROSADO-NETO, 2012; CAMPOQOS, 2017). Nos adultos de P. notaticeps
observou-se o dimorfismo na regido do metaesterno, cébncava (machos) e convexa
(fémeas). Registros de formagdes cbncavas e convexas também sdo marcados
como dimorfismo sexual em C. flavofasciatus e A. mariaefranciscae, nos quais
evidenciaram as regides ventrais dos esternitos (uroesternitos abdominais) concava
para machos, enquanto para fémeas uma forma convexa (PEREZ; SANTIAGO-
ALVAREZ, 1981; CAMPOS, 2017).

O curculionideo E. cf. elongatus apresentou diante os dados obtidos uma
preferencia pelo fotoperiodo noturno de 12 horas para uma maior atividade. O habito
noturno de atividade e/ou copula também tem sido relatado em outras espécies, cita-
se Cosmopolites sordidus, Conotrachelus nenuphar (Herbst, 1797) e Hylobius abietis
L. 1758 (RACETTE, et al., 1991; FEDDERWITZ et al., 2014; UZAKAH, 2018). Com
isso, pode-se associar o habito de vida de E. cf. elongatus, pois o estagio de larva e
pupa séo realizados no solo, dentro de raizes de mandioca (OLIVEIRA et al., 2019).
Em observagdes de laboratério, os adultos alimentados com raizes de mandioca
realizavam galerias internas e durante o periodo da escotofase iniciavam a atividade
de locomocéao, corroborando com os dados observados no experimento de ritmo
circadiano da espécie em laboratério. De um modo geral, os fatores que governam o
habito de vida de uma espécie podem ser variados, seja um fator endoégeno, por
exemplo, genético, fisiolégico, ou exdgeno, como condigdes ambientais (BECK,
1980; SAUNDERS, 2009). Saunders et al. (2002) relatou que espécies de habito

trogléxenos podem apresentar um ritmo circadiano definido, bem como insetos que
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se desenvolvem no interior da planta hospedeira, o que pode corroborar com o
habito de vida e ritmo circadiano de observado para E. cf. elongatus.

O presente estudo do comportamento de copula de Eubulus cf. elongatus foi
o primeiro trabalho de comportamento com o género para regiao Neotropical. Para
uma especie norte-americana, Eubulus parochus (Herbst, 1797), dados de campo
apontam o habito gregario para alimentacédo e cépula (HALIK; BERGDAHL, 2006).
Seja para regidao Neotropical ou Paleartica, o grupo ainda demanda extensos
estudos, sdo mais de 100 espécies mundo (FIELDER, 1939; WIBMER; O’BRIEN,
1986; ANDERSON, 2008). O etograma apresentado de copula de E. cf. elongatus
pode ser divido em trés importantes eventos, pré-cépula, copula e pds-copula. Na
pré-copula, o encontro do parceiro sexual, pode incluir pistas visuais, sonora e pista
odorifera de curto e/ou longo alcance (GIBSON, 1967; AMBROGI et al., 2009;
MARTINS et al., 2013). Por exemplo, a emissdo de feroménios, e a producdo de
compostos cuticulares no comportamento de copula, isto é, no reconhecimento do
parceiro sexual (MUTIS et al., 2009; AMBROGI et al., 2009; MARTINS et al., 2013).

Entre o periodo de pré-copula e copula observou-se em E. cf. elongatus o
desencadeamento do comportamento de “corte” realizado pela perna posterior de
machos em contato com os uroesternitos das fémeas, e interessantemente, tal
comportamento tem sido descrito de forma similar para outras espécies, como o
evidenciado para Sitophilus zeamais (Motsch., 1855), Aegorhinus superciliosus
(Guerin, 1830), Euscepes postfasciatus (Fairmaire, 1849) e Cosmopolites sordidus
Germar (WALGENBACH; BURKHOLDER, 1987; SATO; KOHAMA, 2007; MUTIS et
al., 2009; UZAKAH; ODEBIYI, 2015). Até o presente momento, ndao ha
esclarecimentos detalhados na literatura sobre a fungcdo desse comportamento em
Curculionidae. Nesse sentido, sugere-se que o comportamento de corte realizado
por machos possa estar relacionado com escolha da fémea, o que pode ser
sustentado pela ‘cryptic female choice’ = escolha enigmatica da fémea (EBERHARD,
1997). Em laboratério observou-se que machos de E. cf. elongatus quando somente
subiam no dorso da fémea, a cépula era evitada e/ou nao ocorria; o que de forma
semelhante foi observado para Cosmopolites sordidus (UZAKAH; ODEBIYI, 2015).
Carbone e Rivera (1998) apontam que longos periodos de copula observados em
Gonipterus scutellatus também estariam relacionados a selegao sexual e a escolha
enigmatica da fémea. NO6s podemos inferir que o comportamento de toque ‘corte’

seja um fator importante no acasalamento da espécie.
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O comportamento de guarda para Molytinae tem sido notado para varias
espécies (LYAL, 2014), e com isso, poderia garantir a paternidade apds a coépula
(EBERHARD, 1997). Embora machos no periodo pos-cépula tenham realizado o
comportamento de guarda, o presente trabalho n&o avaliou a presenga de um
macho rival, o que poderia influenciar tal comportamento. Porém, mesmo em arena
sem rival, o macho dispendeu um tempo consideravel no dorso da fémea, acima de
quatro horas.

Sobre a razdo sexual de E. cf. elongatus amostrada, em 2017 foi a que
apresentou diferenca estatistica entre a propor¢dao de machos e fémeas, embora
tenham sido oriunda de uma populacdo consideravelmente menor. Contudo, em
2018, a razao sexual observada (1:1) para E. cf. elongatus e P. notaticeps foram
proximas da esperada, uma razéo de 1:1, sendo 1 fémea para 1,18 machos de E. cf.
elongatus. Dados da literatura para Spermologus rufus Boheman, 1843 relatam uma
proporcao de 1 fémea para 1,3 machos, e para 682 espécimes de Cryptorhynchus
lapathi sexados uma proporc¢éo 1:1 (HARRIS; COPPEL, 1967; BARRETO; ANJOS,
1999); e semelhantemente encontrado para outras espécies de curculionideos,
como Hylobius radicis Buchanan, 1935 e H. pales (Herbest, 1797) e para
Eustenopus villosus (Boheman, 1843) (HUNT et al., 1992; FORNASARI; SOBHIAN,
1993). Assim, possivelmente a propor¢cdo esperada e observada pode estar
correlacionada com a razédo sexual (SCHULZ-SCHAEFFER, 1980). De acordo com
Smith (1950), em Curculionidae machos e fémeas apresentam geralmente o sistema
XY: XX, respectivamente. Portanto, a raz&o sexual entre machos e fémeas estaria
dentro de 50%.

Analises das amostras dos extratos de compostos orgénicos volateis
coletados para ambas as espécies, de machos e fémeas separadamente, nao
evidenciaram nenhum composto sexo-especifico candidato a feroménio. Entretanto,
em Curculionidae tem sido observado os machos como emissores de compostos
sexo-especifico e majoritariamente caraterizados como feroménios de agregacgao
(FERREIRA; ZARBIN, 1998; AMBROGI et al., 2009), e também a ocorréncia de
espécies emissoras de sons pela combinagao élitro-tergo (GIBSON, 1967;
ROSADO-NETO; SANTOS, 2010).

A fase de coleta dos odores de machos e fémeas pode ser realizada pelo
método de areagdo durante uma de faixa de 24 horas (ZARBIN et al., 1999). Como o

preconizado para este trabalho, durante a coleta dos volateis pelo método de
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areacao, e o fator que mais influenciou a efetividade da coleta, segundo o autor, foi a
dieta natural. A dieta constituida de mandioca orgéanica durante a coleta dos volateis
apresentou uma alta taxa de decomposi¢cao, mesmo a troca ocorrendo dentro da
faixa de 24 horas. Ademais, os insetos possuem o habito de adentrar no interior da
dieta (mandioca), enquanto por fora ocorria a decomposigao acelerada. Com isso, a
troca da dieta envolvia perturbagdo dos insetos, o que poderia de alguma maneira,
ter afetado o comportamento bem como a emissédo de compostos feromonais das
espécies. Porém, de uma forma geral, o presente estudo evidenciou o ritmo
circadiano de locomogao e comportamento sexual de adultos de E. cf. elongatus no
periodo noturno. Desse modo, pode-se sugerir uma busca pelo parceiro sexual
mediado por feromdnios e sons via estridulagdo no periodo noturno, e que ainda

pode-se correlacionar como um periodo da maior emissao feromonal.

7. CONSIDERAGOES FINAIS

No presente trabalho, os elementos obtidos pela morfologia e dados
moleculares possibilitaram a separacdo a nivel intra e interespecifico das
coleobrocas da mandioca Eubulus cf. elongatus e Eubulus sp. ‘sp2’ e da broca-do-
pinhdo-manso, Pappista notaticeps. Dados complementares de comportamento
lancaram luz sobre atividade de locomocéao e sexual em E. elongatus em laboratorio.
A avalicdo da razdo sexual contribui para uma percepgdo e projecao futura da
flutuagcdo populacional das espécies em campo. Por fim, ambos os dados s&o
valiosas informacgdes para compreensao de espécies tidas como pragas agricolas, e
com isso, pode-se salientar a grande importancia de estudos unindo a morfologia,
genética e comportamento de espécies de interesse agricola para um melhor
entendimento que visem seu monitoramento e/ou controle, bem como servir de base

para estudos posteriores em Ecologia Quimica.

7.1 RECOMENDACOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Sobre recomendacgdes futuras, observa-se agora um cenario que possibilita-
ra e facilitara o estudo envolvendo a ecologia quimica de Eubulus elongatus, uma
vez que se pavimentaram sélidos dados morfolégicos para separacéo intra e inte-
respecifica das espécies de Eubulus que foram reportadas atacando o cultivo de
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mandioca em Planaltina Distrito-Federal. Com isso, um aprofundamento dos dados
comportamentais de coépula, por exemplo, a influéncia de um macho rival no
comportamento de guarda e o papel dos hidrocarbonetos cuticulares no comporta-
mento de cdpula sdo necessarios e ainda desconhecidos para o género. Por fim, a
elaboracdao de uma dieta a base de mandioca poderia auxiliar a coleta de volateis

em laboratoério.
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CAPITULO 2: Identificacio dos compostos candidatos a feromoénios de
Mormidea v-luteum (Lichtenstein, 1796) e a investigacao da bioatividade e
dinamica de produgcao de compostos sexo-especificos de Arvelius albopunctatus

(De Geer 1773) e a (Heteroptera: Pentatomidae)

RESUMO

Mormidea v-luteum (Lichtenstein, 1796) e Arvelius albopunctatus (De Geer, 1773)
sdo tidas como espécies de insetos-praga para o cultivo do arroz e tomate,
respectivamente. Devido seu habito de alimentar sugador, os seus danos ocasionam
perda de produtividade e possivel transmissdo de patdgenos as plantas cultivadas.
Com o objetivo de desenvolver uma técnica de monitoramento ecologicamente
correta, foram investigados os compostos envolvidos na comunicagdo quimica
dessas espécies. As coletas dos odores sexo-especificos ocorrem via sistema de
areacao pelo periodo de 24 horas (amostra/sexo) separados por camaras de vidro.
As analises ocorreram via Cromatografia em fase Gasosa e acoplada a
Espectrometria de Massas (CG-EM), e por meio de Cromatografia em fase Gasosa
acoplada a espectroscopia na regiao do Infravermelho com Transformada de Fourier
(CG-ITFR). Para adultos virgens de M. v-luteum detectaram-se a presenca de seis
compostos macho-especificos como sendo isébmeros do zingiberenol (1 e 2),
isémeros do murgantiol (3, 5 e 6), e sesquipiperitol (4). Os compostos 1 e 5 foram
majoritarios, os quais foram produzidos na razido de 6:4, e que juntos
corresponderam a 78% da produgédo total dos compostos macho-especificos
emitida. A estereoquimica absoluta dos isbmeros do zingiberenol foi estabelecida
por derivatizagdes do extrato e andlises de cromatografia em fase estacionaria
quiral. O composto 1 foi definido como (1S,4R,1'S)-zingiberenol, enquanto o
composto 2 foi (1R,4R,1’S)-zingiberneol. Contudo, as estereoquimicas nao foram
determinadas para todas as moléculas de M. v-luteum. Para adultos virgens de A.
albopunctatus foram detectados nos extratos naturais a presenca de dois compostos
macho-especificos, o minoritario 1 e o majoritario 2 na propor¢cao de 4,9: 951
respectivamente. A producdo dos dois compostos macho-especificos coletados
ocorreu significativamente no periodo da escotofase. Para confirmar a atratividade
dos compostos naturais macho-especificos evidenciados, foram utilizados os

bioensaios em olfatometria em Y’, que para Mormidea v-luteum realizou-se testes
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empregando o extrato bruto e compostos sintéticos, enquanto para A. albopunctatus,
os extratos brutos naturais. Os volateis machos-especificos naturais de M. v-luteum
apresentou-se como um ferombénio de agregacdo. Nos bioensaios com os
compostos sintéticos, (1'S)-zingiberenol foi altamente atrativo para ambos os sexos.
Contudo, quando (1'S)-murgantiol foi testado, somente as fémeas foram atraidas.
Interessantemente a mistura do zingiberenol e murgantiol versus controle, ambos os
sexos foram atraidos, enquanto a mistura versus zingiberenol, somente fémeas
foram atraidas para a mistura. Para adultos virgens de Arvelinus albopunctatus, o
extrato natural com os compostos macho-especificos demostraram através de
bioensaios uma atratividade significativa de fémeas versus controle, enquanto
machos nao diferiram estatisticamente. Assim, os bioensaios com M. v-luteum
sugerem que as moléculas determinadas tém diferentes fungbes na comunicagao
desta espécie; sendo que o zingiberenol atua primariamente como um feroménio de
agregacéao, enquanto o murgantiol desempenha um papel de feroménio sexual. Para
A. albopunctatus, os compostos macho-especificos desempenharam um papel de
feromobnio sexual, e até 0 momento, a identificagdo para A. albopunctatus segue em

andamento pelo laboratério de Semioquimicos da UFPR.

Palavras-chave:  Agregacéao. Comportamento. Feromonios. Murgantiol.

Zingiberenol.
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ABSTRACT

Mormidea v-luteum (Lichtenstein, 1796) and Arvelius albopunctatus (De Geer, 1773)
are reported feeding on commercial crops, such as rice and tomato, causing damage
that slows growth and reduces productivity. With the aim of developing an eco-
friendly control technique, we investigated the compounds involved in chemical
communication of these species. The sex-specific volatilies were collected via
aeration system during 24 hours per sample/sex sort by glass chambers. The
analyses occurred by gas chromatograph/mass spectrometry and gas
chromatography/Fourier transform infrared spectroscopy. The extracts of virgin adults
of M. v-luteum showed six male-specific compounds, identified as two isomers of
zingiberenol (compounds 1 and 2), three isomers of murgantiol (3, 5and 6) and
sesquipiperitol (4). Compounds 1 and 5 were the major components and were
produced in a ratio of 6:4, which corresponds to 78% of the total amount emitted. The
absolute stereochemistry of the two isomers of zingiberenol was established as
(1S,4R,1'S)-1and (1R,4R,1'S)-2 by chiral gas chromatography. Stereochemistry
were not determined for all the other molecules of M. v-luteum. To the natural
extracts of A. albopunctatus showed two male-specific compounds (1- 2), a minor (1)
and a major (2) in ratio of 4.9: 95.1, respectively. The male-specific extracts were
major significantly produced during the scotophase. To confirm the attractiveness of
these chemicals, bioassays were performed in a Y-tube olfactometer, which were
tests crude extracts and, subsequently, synthetic compounds to the M. v-luteum, and
crude extracts to the A. albopunctatus. In M. v-luteum, the male volatiles were
attractive to both sexes, demonstrating an aggregation pheromone. In bioassays with
synthetic compounds, (1’'S)-zingiberenol was highly attractive to both males and
females. However, when (1’S)-murgantiol was tested, only females were attracted.
Interestingly, when a mixture of zingiberenol and murgantiol isomers was tested, it
was attractive to both sexes, with females more attracted to the mixture than to
zingiberenol alone; males did not distinguish between treatments. Virgin females of
A. albopunctatus showed significantly attractiveness to the male-specific compounds
against to the control, while males did not differ between the treatment or control.
Thus, the bioassay data suggest that the molecules have different functions in
chemical communication of this species: zingiberenol acts primarily as an

aggregation pheromone, while murgantiol plays a role as a sex-pheromone. In A.
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albopunctatus, the male-specific compounds play as sex-pheromone. However, the
identification of the compounds emitted by A. albopunctatus is under way by the

Laboratério de Semioquimicos da UFPR.

Keywords: Aggregation. Behaviour. Murgantiol. Pheromone. Zingiberenol.
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1. INTRODUGAO

A cultura do arroz (Oryza sativa L.) e do tomate (Lycopersicum esculentum
Mill.) sdo de abrangéncia mundial, na qual a produc¢ao tem sido liderada pelo conti-
nente asiatico, o responsavel por 90,7% da produgéo de arroz e 53,8% pela produ-
¢ao de tomate no mundo; o Brasil aloca-se em nono lugar de produgdo para ambas
as culturas (FAO, 2018). A produgéo brasileira para a safra de arroz de 2018-2019
apontou um total de 11 milhdes de toneladas com destaque para regido centro-sul,
responsavel por mais de 70% da produgéo brasileira (CONAB, 2020). Sobre o culti-
vo do tomate, a producédo nacional de 2019 foi de um total de 4 milhdes de
toneladas, dos quais cerca de 45% origina-se da regido sudeste (IBGE, 2020).

Independentemente da area de producao, nacional ou internacional, fatores
edafoclimaticos e a ocorréncia de espécies pragas podem ocasionar uma oscilagao
de produtividade dos cultivos agricolas. Por exemplo, espécies de percevejos tidos
como insetos-praga, que para ambas as culturas mencionadas tém sido reportados
espécies ocasionando diferentes tipos de danos, variando entre a parte aérea, raiz e
durante o estagio vegetativo ou de maturacdo dos cultivos (GALLO et al., 2002;
PANIZZI; LUCINI, 2017). Certas espécies de insetos-praga possuem uma relagao
muito proxima com as espécies de plantas pelo homem cultivado, seja pela ampla
produgao, o que se retrata pela grande disponibilidade de alimento ou ainda uma
relacdo evolutiva; o que com essas relagdbes podem surgir as espécies de
importancia agricola e gerarem sérias perdas econémicas (POSSEBOM et al.,
2020).

No cultivo do arroz reportam-se diferentes espécies com diferentes habitos
de vida. Assim, na parte aérea, percevejos pentatomideos fitofagos alimentam-se
internamente da planta ao sugar os nutrientes via o aparelho bucal do tipo sugador,
como por exemplo, os percevejos das espécies Mormidea v-luteum (Lichtenstein,
1796) e Oebalus poecilus (Dallas 1851), os quais indicam gerar danos percentuais
na fase de maturagdo da cultura do arroz de até 80% (FERREIRA; BARRIGOSSI,
2006; GRAZIA et al., 2015). No cultivo de tomate também ocorrem diferentes es-
pécies-pragas com diferentes habitos alimentares, por exemplo, a mosca-branca,
Bemisia  tabaci (Gennadius, 1889) (Hemiptera:  Aleyrodidae), Arvelius
albopunctatus (De Geer, 1773) (Hemiptera: Pentatomidae) sugam o nutriente da

planta hospedeira com o aparelho bucal do tipo sugador, e a lagarta-do-tomateiro
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Tuta absoluta (Meyrick, 1917) (Lepidoptera, Gelechiidae) possui o aparelho bucal
mastigador, alimentando-se das folhas do tomate (GARBELOTTO; CAMPOS, 2014;
PRATISSOLI; DE CARVALHO, 2015).

Salienta-se que a perda de produtividade, indiferente do cultivo, pode variar
de acordo com intensidade do ataque e os danos ocasionados, 0s quais podem ser
de modo direto ou indireto; no modo direto via alimentacdo na planta hospedeira e
indiretamente via transferéncia de possiveis patdégenos nocivos, e assim reduzir o
vigor e, consequentemente, o potencial de produgdao (PANIZZI; LUCINI, 2017).
Assim, manter a saude de plantas de interesse econdmico e alavancar a produgao
tem sido um desafio herculeo ao longo dos anos, e nesse enfretamento destaca-se o
importante suporte do Manejo Integrado de Pragas nas ultimas décadas, que
preconiza de forma intelectual reduzir o dano ocasionado por espécies-praga, ao
fundamentar o conhecimento da espécie alvo (taxonomia), amostragem para nivel
de dano e a implementacédo de técnicas de controle como o uso de feroménios, o
controle bioldgico e o entendimento do ambiente (GALLO, 2002; DENT; BINKS,
2020).

As técnicas e fundamentos do MIP surgiram devido ao uso irracional do mé-
todo convencional de controle de pragas, via aplicagdo de agrotoxicos (VILELA,
1992; GALLO et al., 2002). Os principais agravantes estao listados pelo desenvolvi-
mento de espécies resistentes as moléculas de inseticidas, contaminacdo ambiental,
contaminagao ocupacional, a mortandade de insetos benéficos a agricultura, como
as abelhas, e também na persisténcia de moléculas de inseticidas em produtos da
alimentagdo humana (STOPPELLI; MAGALHAES; 2005). Com isso levantam-se
sérios problemas de calamidades de forma aguda e crbénica na area ambiental, e da
saude publica do Brasil e do mundo (GRUTZMACHER et al., 2008). Ao visar uma
melhor qualidade de vida na esfera ambiental e da saude humana, a implementacao
de pesquisas com feroménios se destaca (VILELA, 1992; ZARBIN et al., 2009). A
versatilidade da técnica propicia a realizacédo do monitoramento, da amostragem, da
confusdo sexual e do controle populacional de espécies-praga, bem como alavanca
conhecimentos para esclarecer as diversas relagdes intraespecificas ecoldgicas que
0s organismos realizam através de pistas odoriferas (VILELA; DELLA LUCIA, 1987;
VILELA; DELLA LUCIA, 2001; BERGSTROM, 2007). Os ferombnios sdo compostos
relacionados entre individuos de uma mesma espécie, no qual a comunicagao pode

ser realizada via um sinal quimico natural de curto ou longo alcance e estarem
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relacionado com os comportamentos de agregacao e/ou sexual (FERREIRA;
ZARBIN, 1998; ZARBIN et al., 2009; MARTINS et al., 2013). Entender e decifrar as
mensagens odoriferas que espécies-praga utilizam para se comunicar em campo,
torna-se uma técnica racional de monitoramento/controle (VILELA, 1992; WITZGALL
et al., 2010).

Assim, devido sua especificidade, o uso de feromonio contribui para reduzir
0 uso de inseticida, direciona esforgos para preservagao e conservagao ambiental,
principalmente de espécies essenciais e benéficas ao meio ambiente e a produtivi-
dade na agricultura, visto que sdo moléculas utilizadas na comunicagéao,
exclusivamente, entre macho e fémea de uma espécie (MCNEIL, 1991; WITZGALL
et al.,, 2010). Nesta linha de pesquisa até entdo, nada havia sido estudado para
entender a comunicagao, o dialogo a nivel intraespecifico das espécies de percevejo
Mormidea v-luteum, o percevejo-do-arroz e de Arvelius albopunctatus, o percevejo-

do-tomate.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 O CULTIVO DE ARROZ E TOMATE E AS SUAS PRINCIPAIS ESPECIES-
PRAGAS DE PERCEVEJOS PENTATOMIDEOS

Pertencente a familia Poaceae, o género Oryza contempla mais de vinte es-
pécies, sendo de habito aquatico a semiaquatico como é o caso de Oryza sativa L. a
mais cultivada (CHANG, 1985). O histdrico do cultivo do arroz tem um aspecto mile-
nar e sua domesticagéo iniciou-se no continente asiatico, contudo hoje se expandiu
globalmente (SHARMA, 2010). A producdo mundial é liderada pelo continente
asiatico, e a China perfaz por volta de 212 milhdes de toneladas, enquanto nas
Américas a producdo corresponde em torno de 33,83 milhdes de toneladas das
quais 11,3 s&o oriundas dos cultivos brasileiros (FAO, 2018). No Brasil, o cultivo tem
sido realizado em praticamente todos estados, no qual o maior produtor tem sido o
Rio Grande do Sul ao corresponder por cerca de 60% da produtividade nacional
(OLIVEIRA NETO, 2015; CONAB, 2020).

As principais fases da orizicultura sdo as fases vegetativa, reprodutiva e de
maturagao, e as condi¢cdes hidro e edafo-fisiomérficas das areas plantadas podem
influenciar o manejo da cultura (PEDROTTI et al., 2001; RODRIGUES et al., 2004).
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Além disso, em ambas as fases de desenvolvimento, o cultivo torna-se alvo de es-
pécie de insetos-praga, como as espécies percevejos fitéfagos (BOTTA et al., 2014;
HICKEL et al., 2016).

Para regido neotropical, reporta-se variadas espécies de percevejos fitd-
fagos da familia Pentatomidae, espécies como Nezara viridula (L. 1758), Dichelops
melacanthus (Dallas, 1851), Piezodorus quildinii (Westwood, 1837), Euschistus he-
ros (Fabricius 1794), Tibraca limbativentris Stal, 1860, Oebalus ypsilongriseus (De
Geer, 1773), Oebalus poecilus (Dallas, 1851) e Mormidea v-luteum (Lichtenstein,
1796) (GRAZIA et al. 1999; PANIZZI; GRAZIA 2015; SCHAEFER; PANIZZI 2000).
Pertencentes a tribo carpocorini, as ultimas cinco espécies citadas sado descritas
relacionadas com plantas da familia Poaceae e associadas a espécies de plantas de
interesse agricola como é o caso do cultivo do arroz (Oryza sativa) (COKL,;
BORGES, 2017; LOPES et al., 1974; SCHAEFER; PANIZZI, 2000). Em especial, M.
v-luteum também tem sido reportado para os cultivos da soja, milho, trigo, azevém e
até para o tomate (Lycopersicum esculentum) (Solanaceae) (GARBELOTTO;
CAMPOS, 2014). Assim, observa-se que Mormidea v-luteum possui um habito
polifago.

Para a Familia Solanaceae, a qual remonta a sua origem pela América
Central e Sul, compreendem um grupo de plantas de grande importancia econémica
a nivel global, que incluem os cultivos como batata, tomate e berinjela (GUN;
GAFFENEY, 1971; JAGATHEESWARI, 2014). Dados da produgdo de tomate em
2018 somam-se acima de 182 milhdes toneladas, sendo 61,3% oriundo da Asia e
14,3% das Américas (FAO, 2018). Nas Américas, a producgao brasileira em 2020 foi
cerca de 4 milhdes de toneladas, a terceira maior do continente e destacando-se os
estados de Sao Paulo e Goidas com uma produtividade de 1 milhdo de toneladas
cada (IBGE, 2020; CONAB, 2019).

Assim como observado para a cultura do arroz e tomate, as espécies de
insetos-pragas sao os principais entraves que afetam a produtividade e aumentam o
custo de producédo (SCHAEFER; PANIZZI, 2000; GALLO et al., 2002). Para o cultivo
do tomate sdo reportadas varias espécies de pentatomideos, tais como Halyo-
morpha halys (Stal, 1855), Nezara viridula, Edessa rufomarginata (De Geer, 1773),
Mormidea v-luteum e Arvelius albopunctatus (LYE, et al., 1988; GARBELOTTO;
CAMPOS, 2014; PEIFFER; FELTON, 2014; GORDON et al., 2017), sendo os dois

ultimos, espécies chave desta pesquisa que visa um melhor entendimento e propor
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perspectivas de controle e/ou monitoramento em campo com base no Manejo
Integrado de Pragas (MIP) e com pesquisas sobre feromonios.

Além dos pentatomideos fitofagos apresentarem o habito alimentar polifago,
possuem um intricado comportamento, dispersdo, bem como uma morfologia
variada (SILVA et al., 2004; GARBELOTTO; CAMPOS, 2014; PANIZZI, 2015). A.
albopunctatus, o percevejo-do-tomate, ainda € tido como uma espécie de grande
potencial invasivo (PANIZZI, 2015; MCPHERSON, 2017).

2.2 HETEROPTERA: PENTATOMIDAE

A classe Insecta abriga variadas ordens de insetos, e a Ordem Hemiptera
Linnaeus (1758) comporta uma ampla diversidade, por volta de 104 mil espécies
para mundo, e que variam entre 0,5 a 130 milimetros de comprimento (GRIMALDI;
ENGEL, 2005; SZWEDO, 2018). A ordem acomoda trés subordens, Sternorrhyncha,
os chamados de pulgdes e cochonilhas, Auchenorrhyncha, os descritos como
cigarras e cigarrinhas e Heteroptera, os popularmente chamados de percevejos;
ademais, as Ordens desses insetos apresentam desenvolvimento hemimetabolo
(ovo, ninfa e adulto) (GRIMALDI; ENGEL, 2005; RAFAEL; MARQUES, 2017).

Além disso, o aparelho bucal picador-sugador encontrado na subordem
Heteroptera (do grego hetero= diferente e pteron= asa) dos percevejos verdadeiros
e no caso os fitéfagos, podem transmitir doengas a planta hospedeira durante a fase
de alimentacdo bem como reduzir o seu vigor, ou seja, seu potencial de producao
(SCHAEFER; PANIZZI, 2000; MEDRANO et al., 2007; GRAZIA; FERNANDES,
2012). Por outro lado, ha outras espécies de percevejos que se alimentam de outros
insetos, conhecidos como percevejos predadores, que contribuem para o controle
biolégico como € o caso das espécies de Podisus maculiventris (Say,1824), Podisus
nigrispinus (Dallas, 1851) (Heteroptera: Pentatomidae) e Orius insidiosus (Say,
1832) (Heteroptera: Anthocoridae) (FUNDERBURK et al., 2000; DE CLERCQ et al.,
2002; FERREIRA et al., 2008).

Assim, a biodiversidade conhecida dentro de Heteroptera permeia por volta
de 40 mil espécies, que para os percevejos fitéfagos de grande importancia agricola
alocados na familia Pentatomidae sao conhecidos em torno de 4,7 mil espécies
distribuidas pelo mundo (PANIZZI; GRAZIA et al., 2015). Somente para

Pentatomidae, foram relatadas mais de 40 espécies de importancia econdémica
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(SCHAEFER; PANIZZI, 2000). Para a regiao neotropical sao registrados por volta de
1,4 mil espécies das quais se concentram dentro de Pentatominae, uma subfamilia
de habito de vida fitéfago e polifago (GARBELOTTO; CAMPOS, 2014; PANIZZI,
GRAZIA et al, 2015). Atualmente, sdo reconhecidas sete subfamilias para
Pentatomidae com cerca de 2,8 mil espécies descritas e distribuidas entre espécies
fitofagas e predadoras, sendo os fitéfagos os mais numerosos (GRAZIA et al., 2015).
Somente para o Brasil, Pentatomidae registra aproximadamente 650 espécies
(GRAZIA; FERNANDES, 2012; GRAZIA et al., 2015). Para o género Mormidea
foram descritas de 33 espécies (ROLSTON, 1978).

2.3 BIOLOGIA, COMPORTAMENTO E COMUNICACAO EM PENTATOMIDAE

2.3.1 Biologia

Em Pentatomidae, o desenvolvimento hemimetabolo ocorre com cincos
estagios de ninfas, e apresentando espécies univoltinas e multivoltinas (RICE et al.,
2014; KOCH et al., 2017) sendo majoritariamente espécies oviparas e de habito
terrestre (GRAZIA; FERNANDES, 2012). As posturas sao realizadas nas regides da
parte area da planta hospedeira, e em especial na regido foliar, no qual os ovos
agrupados possuem o formato abaulado (GRAZIA et al., 2015a).

Entre espécies de pentatomideos relacionadas, observa-se para espécies do
género Chinavia Orian 1965 dados de biologia de ovo ao adulto similar, por volta de
39 a 45 dias (MATESCO et al., 2009; SILVA et al., 2015). Para o grupo, a tribo
Carpocorini, a qual a espécie Mormidea v-luteum, fémeas podem realizar posturas
por volta de 80 ovos e atingirem uma idade de 38,6 dias de vida/adulto (COSTA et
al., 1998). Em Oebalus spp. evidenciou-se o ciclo de vida da fase hibernante de 28,1
dias e nao hibernante 35,7 dias (VECCHIO et al., 1994; GREVE et al., 2003). O
género Oebalus é tido como grupo irmao de Mormidea sp. (ROLSTON, 1978), o que
de certo modo pode fornecer dados de habito de vida importante para entendimento
a nivel intra e interespecifico. Uma vez que o estudo aprofundado do grupo
Mormidea sp. ainda é bem reduzido, e das espécies conhecida, somente duas tem
sua biologia documentada. Para Mormidea pictiventris Stal, 1862 em laboratério
apresentou uma postura de até 32 ovos/fémeas e uma taxa de eclosdo de 94,6%
com ciclo de vida de 26,1 dias (ovo-adulto) (BRANDAO et al., 2018) e para
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Mormidea notulifera Stal, 1960 o formato dos ovos s&o o encontrada para o grupo,
em forma abaulada de barril, dispostos em fileira na proxima do amarelo; em
paralelo a biologia do género apresenta uma aspecto semelhante em tempo
desenvolmento (COSTA-LIMA, 1940; DA SILVA et al., 1990).

Em Arvelius albopunctatus, Campos e colaboradores (2007) evidenciaram a
morfologia de imaturos do primeiro ao quinto instar diferengas na sua coloragao, ao
variar entre verde e vermelho; Sobre a biologia da espécie, reportaram-se fémeas
com uma postura média de 28,2 ovos posto de forma agrupada e de formato
arredondado; o estagio total de desenvolvimento até adulto por volta de 62 dias
(MARTINEZ; FOLCIA, 1999). Observa-se também semelhante desenvolvimento
para Halyomorpha halys (Pentatomidae: Cappaeini), o percevejo marmore, uma
especie praga de cultivos, os resultados apontaram um média de postura de 28
ovos/fémeas, e um periodo de desenvolvimento de aproximadamente de 37 a 121
dias para diferentes condi¢cdes laboratoriais de temperatura de ovo ao adulto
(NIELSEN et al., 2008).

De um modo geral, o ciclo de vida de uma espécie, fatores exdgenos (Ex.
extremos ambientais) e endogenos (Ex. fisiologico e quimico) podem influenciar o
periodo reprodutivo e o desenvolvimento da prole, seja entre os mais diferentes
estagios de vida, ovo, ninfa e adulto (SAULICH; MUSOLIN, 2004; CHOWN;
TERBLANCHE, 2006; GULLAN; CRASTON, 2012). Por fim, dentro da histéria de
vida do grupo, varios fatores tém sido apontados e estes estariam influenciando o
desenvolvimento dessas espécies, como por exemplo, as mudancgas climaticas e a
qualidade nutricional da fonte de alimento (PANIZZI et al., 1989; GRAZIA et al.,
2015a; KISTNER, 2017). Ademais, os habitos de vida dessas espécies podem
hospedar e transferir patdgenos para a planta hospedeira, qual se reporta para A.
albopunctatus como potencial vetor do parasito protozoario Phytomonas sp. para o
cultivo de tomate (KASTELEIN; CAMARGO,1990).

2.3.2 Comportamento e comunicag¢ao

Os pentatomideos desempenham um intricado comportamento de cépula, o
qual tem sido evidenciado pela emissdo de compostos quimicos, os feromoénios, de
alarme, sexual e de agregacdo (BREZOT et al., 1994; ZARBIN et al., 2000; FAVARO
et al., 2011; ZARBIN et al., 2012; KAVCIC et al., 2013). Além de sinais quimicos



83

intraespecificos, esses insetos sdo capazes de produzir sinais vibracionais, dos
quais tém sido documentados para varias espécies dentro do grupo (ver. COKL et
al., 2005; ZUNIC et al., 2008; POLAJNAR et al., 2013; KAVCIC et al., 2013).
Evidenciou-se que estes sinais podem diferir entre as frequéncias produzidas e entre
os substratos que sao emitidos, o que poderia atuar como mecanismo de isolamento
reprodutivo (POLAJNAR et al., 2013; KAVCIC et al., 2013; LAUMANN et al., 2016).

De um modo geral, o comportamento e a comunicagdo desencadeada via a
produgao sonora tem sido documentada para uma variada gama de espécies de in-
setos (FINN et al.,, 1972; DESUTTER-GRANDCOLAS, 1997; ROSADO-NETO;
SANTOS, 2010; WANG et al., 2012; KAVCIC et al., 2013). Observa-se a presenca
do orgao de Johnston e de mecanorreceptores, 0s quais sao responsaveis pelo
reconhecimento vibracional (COKL,1983; JERAM; COKL, 1996). Assim, de um modo
geral, o reconhecimento e a caraterizacdo destes sinais sejam quimicos e/ou
sonoros, ambos sao importantes ferramentas no controle/monitoramento de
espécies-pragas, visto que podem reduzir o uso de inseticidas (ZARBIN et al., 2009;
TAKANASHI et al., 2019).

Em paralelo, o comportamento de alimentagcdo pode ser uma importante
ferramenta no entendimento de uma potencial espécie-praga. Por exemplo, Oebalus
poecilus, Tibraca limbativentris, e principalmente Mormidea v-luteum sao reportados
para os cultivos de arroz no Brasil; além do mais O. poecilus e M. v-luteum foram
documentados alimentando-se da parte aérea, na formagado dos grdos de arroz,
enquanto T. limbativentris tem sido reportado atacando a regido do caule (colmo)
(FERREIRA; DA SILVA MARTINS, 1984; FERREIRA et al., 2001). Com diferentes
areas para atacar, os danos causados por percevejos fitofagos reduzem o vigor e a
potencialidade produtiva de um cultivo (ROZA-GOMES et al., 2011). Além disso,
conhecendo a preferencia e habito alimentar de uma espécie-praga alvo, possibilita

intervi estrategicamente com um plano de monitoramento/controle (COSTA, 2014).

2.4 FEROMONIOS DE INSETOS: PENTATOMIDAE

2.4.1 Pesquisas com feroménios: Pentatomidae (Pentatominae)

Assim como evidenciado no primeiro capitulo, o uso de feroménio na

agricultura tem ao longo do seu descobrimento e entendimento uma aplicagédo no
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Manejo Integrado de Pragas, na compreensao ecologica e comportamental dos
insetos (ZARBIN et al., 2009). Os feromdnios sdao compostos emitidos por uma
especie, e que podem desencadear uma resposta comportamental no sexo oposto
(KARLSON; LUSCHER, 1959). As detecgdes dos compostos ocorrem especialmente
pelas sensilas localizadas nas antenas destes animais (LEAL, 2005). Estes
compostos sdo atrelados a um nivel intraespecifico, ou seja, entre individuos da
mesma espécie, os compostos feromonais geralmente podem ser de agregacgéo,
sexual e ou alarme (ZARBIN et al., 2009).

Entre os pentatomideos, os semioquimicos (= sinais quimicos), compostos
interespecificos (feroménios) e intraespecificos (aleloquimicos) estudados foram tra-
balhados dentro de 57 géneros para 99 espécies, e que majoritariamente estao re-
presentados pela subfamilia Pentatominae com 38 géneros estudados (EL-SAYED,
2020). No aspecto histérico, o primeiro feroménio identificado em Pentatomidae foi
realizado em 1960 para Oebalus pugnax (Fabricius, 1775) a partir de compostos da
glandula de cheiro, apontado com um composto de defesa (BLUM et al., 1960).
Subsequente, Aldrich e colaboradores em 1978 evidenciaram o primeiro feromonio
caracterizado como sexual para familia, oriundo das glandulas dorso-abdominais de
adultos de Podisus maculiventris.

Dos compostos identificados como sexual e agregacgado, estes possuem
diferencas nas suas estruturas quimicas ao variarem entre compostos ciclicos e
aciclicos, na presenga de isbmeros de natureza geométrica e espacial, e ainda
serem comumente produzidos e emitidos por machos das espécies (ZARBIN et al.,
2007; BERGMANN et al., 2009; EL-SAYED, 2020). A seguir em ordem alfabética
apresentam-se os trabalhos com énfase sobre a biodiversidade de espécies
conhecidas para as tribos de Pentatominae, bem como sobre os estudos com

feromonios para as tribos e espécies estudadas até o momento.

Antestiini

Dentro das espécies estudadas, estas estdo alocadas em trés géneros:
Antestiopsis Leston, 1783 com vinte espécies, Plautia Stal, 1865 com 26 espécies e
Thyanta Stal, 1862 com 34 espécies descritas para mundo, das quais vinte ocorrem
na América do Sul (RIDER; CHAPIN, 1991; RIDER; CHAPIN, 1992; RIDER, 2020).
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Na a base de dados sobre feromdnio (Pherobase), sao registrados trés gé-
neros e no total foram seis espécies estudadas para a tribo: Antestiopsis
thunbergii (Gmelin 1790) versou-se sobre compostos coletados de ninfas; enquanto
para Thyanta Stal foram estudados os compostos feromonais de adultos sendo qua-
tro espécies investigadas, e trés evidenciaram a presenga de compostos carac-
terizados como feromdnios sexuais para Thyanta perditor (Fabricius, 1794), Thyanta
custator accerra McAtee, 1919 e Thyanta pallidovirens (Stal, 1859) (ver. EL-SAYED,
2020). Plauti stali Scott, 1874 foi a Unica espécie estudada e o feromdnio de agrega-
cao (E,E,Z2)-2,4,6-decatrienoato de metila foi emitido por machos da espécie (SUGIE
et al.,, 1996). T. perditor, T. custator accerra e T. pallidovirens partilham entre si o
ester (E,Z,Z2)-2,4,6-decatrienoato de metila e mais outros trés compostos ses-
quiterpénicos, o a-curcumeno, zingibereno e o B-sesquifellandreno. Contudo, as
proporcdes das misturas dos compostos diferiram entre as espécies, sendo ausente
para T. pallidovirens e presente para T. custator accerra a molécula (E)-2-decenal
apontada como um composto candidato no reconhecimento entre as espécies, ou
seja, no reconhecimento intraespecifico (MCBRIEN et al., 2002; MORAES et al.,
2005; EL-SAYED, 2020).

Cappaeini

Dois géneros e duas espécies foram estudas, Halyomorpha halys (Stal,
1855) e Caura rufiventris (Germar, 1838), porém somente H. halys teve coletado,
identificado e testado por bioensaios os compostos denominados como um
ferombénio de agregacdo, os epoxi-alcoois murgantiol e suas respectivas
configuragdes (3S,6S,7R,10S e 3R,6S,7R,10S) (KHRIMIAN et al., 2014; EL-SAYED,
2020). Segundo Rider (2020), o género Halyomorpha Mayr, 1864 abriga 32 espécies
e H. halys tem sido considerado de grande importancia agricola, com potencial de
abrangéncia cosmopolita seus danos s&o relatados principalmente para a
olericultura (KRITICOS et al., 2017).
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Carpocorini

Agroecus griseus (Dallas, 1851)

Dentro do género Agroecus comporta duas espécies descritas (RIDER;
ROLSTON, 1987), e A. griseus foi a unica espécie trabalhada até o momento. Os
compostos identificados foram: 1-trideceno e o (Z)-4-trideceno das glandulas metato-
racicas, compostos de defesa, e caracterizado como feroménio sexual emitidos por
machos, o 2,6,10-trimetiltridecanoato de metila (FAVARO et al., 2012; FAVARO;
ZARBIN, 2013).

Euschistus Dallas, 1851

O género agrupa um grande numero de espécies de importancia agricola, e
aporta o maior numero de espécies estudadas dentro da tribo, oito espécies das
mais de 70 espécies descritas (BIANCHI et al., 2017; EL-SAYED, 2020; RIDER,
2020). Euschistus heros (Fabricius 1791), o percevejo-marrom, tem sido reportada
como uma espécie de grande importancia agricola para o cultivo de soja, algodao,
girassol, feijao e inclusive para soja transgénica (AGROFIT, 2020). Os compostos
feromonais de agregacao e sexual foram evidenciados para setes espécies, en-
quanto para Euschistus biformis (Stal, 1862) somente identificou-se compostos de
defesa (BORGES et al., 1998; NOGE et al., 2012; EL-SAYED, 2020).

Dos compostos emitidos, o 2E,4Z-dodecanoato de metila e o 2,6,10-
trimetiltridecanoato de metila foram as moléculas compartilhada como feroménio de
agregacéao. No entanto, observou-se uma variagao nas proporgdes emitidas entre as
espécies (ALDRICH et al., 1991; ALDRICH et al., 1994; BORGES et al., 1998).

Dolycoris baccarum (Linnaeus, 1758)

Dolycoris Mulsant & Rey, 1866 comporta dez espécies descritas (RIDER,
2020). Yang e colaboradores (2019) evidenciaram trés compostos machos especifi-
cos caracterizados como feromobnios de agregacao para espécie D. baccarum, o

trans-a-bergamoteno, B-bisaboleno e a-bisabolol.
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Oebalus poecilus (Dallas 1851) e Oebalus pugnax (Fabricius, 1775)

Sao espécies reportadas para o cultivo do arroz, especialmente O. poeclius,
o qual tem sido comumente documentado para orizicultura no Brasil (AGROFIT,
2020). Segundo Rider (2020), o género comporta nove espécies descritas, que
somente duas tiveram trabalhos versado sobre a sua ecologia quimica, porém
somente para O. poeclius foi evidenciado a emissdao de um composto sexo-
especifico (EL-SAYED, 2020). Os compostos feromonais estudados e evidenciados
foram compostos oriundos da glandula metatoracica e da emisséo e bioatividade do
composto macho-especifico, o zingiberenol 2, como feroménio de agregagcao para
O. poeclius (OLIVEIRA et al., 2013).

Tibraca limbativentris Stal, 1860

Reportado também como uma importante espécie-praga para o cultivo do ar-
roz (AGROFIT, 2020), esta espécie até o momento € a uUnica com estudos sobre
emissao feromonal (EL-SAYED, 2020). O género comporta formalmente seis espé-
cies (FERNANDES; GRAZIA, 1998). Para T. limbativentris foi evidenciado a emissao
dos isébmeros 1RS,4RS,1T’R- e 1RS,4RS,1’'S-zingiberenol (EL-SAYED, 2020). O
papel dos compostos em laboratério os marcou como relacionados a atividade
sexual da espécie (BORGES et al., 2006). Recentemente evidenciou-se a emissao
também do sesquipepiritol por machos da espécie (BLASSIOLI-MORAES et al.,
2020).

Eysarcorini

Eysarcoris Hahn, 1834

Segundo Wood e Mcdonald (1984), o género nao tem sido registrado para a
regidao Neotropical. Para as duas espécies estudadas (EL-SAYED, 2020) observou-
se a investigagao do feroménio de agregacgao para Eysarcoris lewisi, (Distant, 1883).
A molécula identificada para E. lewisi foi o alcool com a configuragdo 1S, 5S,6R -

sesquisabinen-1-ol, enquanto para Eysarcoris parvus Uhler, 1896 o Z-exo-a-
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bergamotenal foi caracterizado como um feroménio sexual (MEN, 1999; TAKITA et
al., 2008; MORI et al., 2008).

Nezarini

Chinavia Orian, 1965 e Acrosternum Fieber, 1860

Antigamente, Chinavia Orian era considerado um subgénero de Acrosternum
Fieber, contudo, apds estudos morfolégicos, estes se tornaram géneros a parte, e
todas as espécies americanas pertencentes ao Acrosternum Fieber foram
sinonimizadas para Chinavia Orian (SCHWERTNER et al., 2002; SCHWERTNER,;
GRAZIA, 2007). Assim, Chinavia Orian abriga por volta de 84 espécies descritas,
sendo muitas de importancia agricola, das quais foram reportadas para varios
cultivos como, feijao, soja, arroz, girassol, quiabo, algoddo e tomate (FURSTENAU
et al., 2013; SCHWERTNER; GRAZIA, 2007).

Informagdes sobre a emissao feromonal foram documentadas para seis es-
pécies, e a bioatividade evidenciada correlacionou-se com o feroménio de agrega-
¢ao, sendo estas moléculas Z-a-bisaboleno, cis-1,2-epoxi-Z-a-bisaboleno e o frans-
1,2-epoOxi-Z-a-bisaboleno, que para cada espécie variou a propor¢cao emitida (EL-
SAYED, 2020).

Chlorochroa Stal, 1872

O género agrupa 25 espécies descritas (RIDER, 2020). Compostos de
carater feromonal foram estudos para somente trés espécies (EL-SAYED, 2020). As
moléculas encontradas para  Chlorochroa uhleri (Stal, 1872) e  Chloro-
chroa lineata Thomas, 1983 foram os ésteres: (3R)-3-(E)-6-2,3-dihidrofarnesoato de
metila, (2E,6E)-farnesoato de metila e o (E)-2,6,10-trimetil-5,9-undecadienoato de
metila, compostos bioativos evidenciados como componentes do feroménio sexual
das espécies, entretanto, a proporcdo emitida diferiu entre as espécies, sendo
100:0,9:0,6 e 100:0,5:0,4, respectivamente (HO; MILLAR, 2001). Para Chlorochroa
sayi (Stal, 1872) também evidenciou a presenca de um ferombnio sexual e as
identidades referentes a ésteres, o que, no entanto, a identificacdo das moléculas
foram distintas de C. uhleri e C. lineata (HO; MILLAR, 2001a; EL-SAYED, 2020).
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Nezara Amyot e Serville, 1843

Cerca de 23 espécies sao descritas para o género, o qual aporta a espécie
Nezara viridula (Linnaeus, 1758), um percevejo cosmopolita e de grande importancia
agricola (MCPHERSON, 2017; AGROFIT, 2020; RIDER, 2020). Espécies desta tribo
compartilham moléculas similares, especialmente entre Nezara Amyot e Serville e
Chinavia Orian (EL-SAYED, 2020). Para N. viridula, os compostos identificados fo-
ram oriundos do extrato de machos evidenciados como feroménio de agregacao, o
Z-a-bisaboleno, cis-1,2-epdxi-Z-a-bisaboleno e o trans-1,2-epoxi-Z-a-bisaboleno
(BAKER, 1987; ALDRICH et al., 1989). Interessantemente, observou-se uma
variagdo na proporcado dos compostos emitidos entre as diferentes regides ge-
ograficas, Brasil, Japéo, Italia, Australia para N. viridula (EL-SAYED, 2020).

Pentatomini

Pallantia macunaima Grazia 1980 e Rhaphigaster nebulosa (Poda, 1761)

Ambas as espécies foram as unicas dos respectivos géneros com compos-
tos feroménais estudados, e para Rhaphigaster nebulosa identificou-se compostos
presentes na glandula metatoracica de adultos bem como para ninfas e adultos de
P. macunaima (FAVARO et al., 2011; EL-SAYED, 2020). Ademais, P. macunaima
também um percevejo de importancia agricola para o cultivo da soja, Favaro e
coautores (2013) coletaram, isolaram e testaram a bioatividade do composto macho-
especifico, a molécula (6R,10S)-pallantiona foi caracterizada como o primeiro
registro de uma cetona como feroménio sexual produzido por machos dentro da

familia Pentatomidae.

Pellaea Stal, 1872

O género aloca duas espécies descritas, Pellaea santarosensis Rolston
1984 e Pellaea stictica (Dallas, 1851) (RIDER, 2020). Somente uma espécie estuda-
da, P. stictica teve a molécula identificada como feromoénio sexual, o alcool 2,4,8,13-
tetrametiltetradecan-1-ol (FAVARO et al., 2015).



90

Piezodorini

Piezodorus Fieber, 1860

O género Piezodorus até o momento € o uUnico que apresenta espécies
estudadas dentro da tribo (EL-SAYED, 2020). Piezodorus guildinii (Westwood, 1837)
e Piezodorus hybneri (Gmelin, 1790) tiveram identificados o0s compostos
evidenciados como um feroménio sexual emitidos por machos para ambas as
espécies (LEAL et al., 1998; BORGES et al.,, 1999; BORGES et al.,, 2007). P.
guildinii e P. hybneri tém sido reportados para o cultivo da soja e na olericultura; P.
guildinii possui sua abrangéncia pelas Américas, e sendo inclusive uma espécie de
grande importancia agricola em diferentes paises (MCPHERSON, 2017).

Em P. hybneri, evidenciou-se a producado do B-sesquifellandreno, (R)-15-
hexadecanolideo e do 8-(Z)-hexadecenoato de metila na proporcdo de 10:4:1,
respectivamente (LEAL et al., 1998). Documentou-se para P. guildinii o (7R)-
sesquifellandreno, o (7S)-sesquifellandreno e também a emissdo do 2E4Z-
dodecanoato de metila e do 2,6,10-trimetiltridecanoato de metila, no qual os trés
compostos (7R/S; 2E,4Z e 2,6,10-trimetil) apresentaram na propor¢cao de 40:1:3
(BORGES et al., 1999; BORGES et al., 2007; EL-SAYED, 2020).

Rhynchocorini

Biprorulus Breddin, 1900

O género apresenta trés espécies descritas (RIDER, 2020), sendo Biprorulus
bibax Breddin, 1900 a unica espécie com estudos sobre a emissédo feromonal (EL-
SAYED, 2020). O hemicetal, derivado de aldeido e cetona foi o composto majoritario
seguido pelo linalool, E-Z-farnesol e cis-nerolidol marcaram-se como feroménio de
agregacéao (OLIVER et al., 1992; JAMES et al., 1994).
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Strachiini

Bagrada hilaris (Burmeister, 1855)

Com por volta de quatro descritas para o género no mundo (AHMAD, 1981),
B. hilaris tem sido reportado com uma espécie de grande importancia agricola, e na
busca por um controle ecolégico via ferombnio da espécie, revelou que o composto
acetato de (E)-2-octenila desempenhou um papel no comportamento sexual, o qual
foi evidenciado por bioensaios de curto alcance; o composto bioativo desencadeou o

comportamento de cépula na espécie (GUARINO et al., 2008).

Murgantia histrionica (Hahn, 1834)

Por volta de quatro espécies para o mundo (MCPHERSON; AHMAD , 2008;
MCPHERSON; AHMAD, 2011), sendo M. histrionica de importancia agricola e
reportada para as culturas das espécies cultivadas de Brassicaceae, e sendo os
epoxis alcoois murgantiol com as configuragdes (3S,6S,7R,10S e 3S,6S,7R,10R)
identificados como ferombnio de agregacao da espécie (KHRIMIAN et al., 2014;
MCPHERSON et al., 2017a; EL-SAYED, 2020).

Eurydema Laporte, 1833

O género apresenta-se dividido em trés subgéneros, Eurydema Laporte,
Eurydema (Horvatheurydema) Dupuis, 1951 e Eurydema (Rubrodorsalium) Stichel,
1944 com quatorze, quatro e dez espécies respectivamente (RIDER, 2020). Quatro
especies tiveram os compostos de alarme investigados oriundos das glandulas
metatoracicas (EL-SAYED, 2020). Somente uma espécie, Eurydema rugosa
Motschulsky, 1861 evidenciou-se a emissdo da molécula trans-2-hexanal que
apresentou uma bioatividade desencadeadora do comportamento de agregacédo em
laboratério (ISHIWATARI, 1976).
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2.4.2 Potencialidades do uso de feromdnios na agricultura

No aspecto de importancia agricola, as tribos Nezarini e Carpocorini s&o as
que abrigam um grande numero de espécies de importadncia econémica (PANIZZI;
LUCINI et al., 2017; AGROFIT, 2020). As espécies de insetos-praga sao tidas como
competidoras na produgdo de matéria-prima e alimentos, ao gerarem um grande
impacto econdmico na produtividade de varios cultivos comerciais (OLIVEIRA et al.,
2014). O uso de inseticidas no controle de espécies de percevejos-praga tem sido
recorrente, e entre as moléculas de inseticidas utilizadas, os organofosforados,
cipermetrinas e as sulfoxaminas sdo apontados como perigosos a saude humana e
ambiental (AGROFIT, 2020).

Além disso, pesquisas destacam a presenca de espécies de pentatomideos
que podem apresentar resisténcia as moléculas dos inseticidas (KESTER et al.,
1984; SOMAVILLA et al., 2020; SOSA-GOMEZ et al., 2020). A busca por novas
moléculas e a utilizagdo movimentam mercado superiores 7 bilhdes de dodlares
(CAMPANHOLA; BETTIOL, 2003; SANTOS, 2012; PELAEZ et al., 2016). Desde o
ano 2000 até 2018, o consumo tem aumentado (FIGURA 1) e com isso 0s riscos
também aumentam da contaminagao de forma aguada e/ou crbnica, da presencga de
residuos em alimentos; acrescentam-se também restricbes comerciais internacionais
devido a presencga de residuos de agrotoxicos além do permitido para as legislagdes
de exportacdes (STOPPELLI et al., 2005; DE BAPTISTA et al., 2007; HERMIDA et
al. 2015; HAN et al., 2018; WHO, 2020, IBAMA, 2020).

Consumo de agrotoxicos e afins (2000 - 2018)
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Fonte: Ibamal C de dados empresas de produtos tcnicos, agrotxicos e afins, conforme art. 41 do Decreto 4.074/2002.

Dado atualizados: 03/10/2019

FONTE: IBAMA, 2019
FIGURA 1- Panorama histérico do consumo de agrotéxicos no Brasil (2000-2018)

Em alternativa, as pesquisas com feroménios tém crescido de forma

relevante e seu impacto resulta na busca por alternativas ecologicamente corretas
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no controle/monitoramento de espécies de importancia agricola de modo espécie-
especifico e de menor impacto possivel ao meio-ambiente (VILELA, 1992; PINTO-
ZEVALLOS; ZARBIN, 2013), isto é, uma vez que os usos de agrotoxicos,
especificadamente, os inseticidas, ndo sdo espécie-especificos e ainda sao os que
acarretam efeitos adversos no uso irracional, por exemplo, desenvolvimento de
espécies resistentes, contaminagado ambiental, presenca residuos em alimentos e na
mortandade de insetos benéficos a agricultura (AIZEN, et al., 2009; BRAIBANTE;
ZAPPE, 2012; PIMENTEL; PESHIN, 2014; PARA, 2014; HAN et al., 2018; WHO,
2020).

Em campo, pesquisas com feroménios de agregacdo e sexual tém-se
mostrado com grandes potenciais na atuacdo do monitoramento, controle e
amostragem para varias espécies (BENTO et al.,, 2016), inclusive espécie de
percevejos de importancia agricola, citam-se os estudos baseados com testes de
campo empregando os compostos sintéticos, Ex. Biprorulus bibax, Euschistus heros,
Euschistus conspersus, Piezodorus guildinii, Plautia stali e Chinnavia spp. (JAMES
et al., 1994; SUGIE et al., 1996; BORGES et al., 1999; KRUPKE, 2001; TILLMAN et
al., 2010; BORGES et al.,, 2011). Assim, buscamos propor alternativas mais
racionais e ecologicas no controle de Mormidea v-luteum e Arvelius albopunctatus. A
seguir apresenta-se o grafico do crescimento das pesquisas atrelado a
implementacdo de semioquimicos na agricultura brasileira entre 2014 a 2018
(FIGURA 2).

Quantidade comercializada de Semioquimicos em
Kg de ingrediente ativo (2014 - 2018)

., [
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FONTE: IBAMA, 2020
FIGURA 2- Utilizagdo dos semioquimicos na agricultura brasileira (2014-2018)
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Coletar, isolar, identificar e checar a bioatividade dos compostos candidatos a
ferombnio para as espécies Mormidea v-luteum (Lichtenstein, 1796) e

Arvelius albopunctatus (De Geer, 1773) (Heteroptera: Pentatomidae)

3.1.1 Objetivos especificos

(i) Coletar os volateis emitidos por machos e fémeas de Mormidea v-luteum
(Lichtenstein, 1796) e Arvelius albopunctatus (De Geer, 1773);

(i) Identificar compostos sexo-especificos nos extratos oriundos de machos e

fémeas de ambas as espécies;

(iif) Realizar testes de bioatividade com os compostos sexo-especificos candidatos a

feromobnio;

(iv) Avaliar a dindmica de produgdo dos compostos bioativos candidatos a

feromonio;
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 OBTENGAO DOS INSETOS

Adultos e ninfas de Mormidea v-luteum e Arvelius albopunctatus foram
coletados de forma ativa em areas gramadas com a planta hospedeira, Paspalum
sp. no campus Centro Politécnico da Universidade Federal do Paran4, localizada na
cidade de Curitiba, Parana, Brasil. Os insetos coletados foram levados ao
Laboratério de Semioquimicos localizado no Departamento de Quimica do mesmo
campus. Os insetos em seus diferentes estagios de vida foram acondicionados em
caixas, gaiolas de criagcdo (30 centimetros de largura por 40 centimetros de
comprimento). As gaiolas continham ambas as laterais teladas para fornecer um
fluxo de ar natural. Adultos e ninfas foram separados e alimentados com dieta
natural e alternativa a livre escolha. Para os estagios de ninfa e adulto de M. v-
luteum foram oferecidos a dieta natural, Paspalum sp e alternativa com Ligustrum
lucidum (L.). Para ninfas e adultos de A. albopunctatus foram ofertados a dieta
natural, frutos de Solanum lycopersicum (L.) e Solanum americanum Mill. e vargens
verdes de Phaseolus vulgaris L. como alternativa.

ApoOs constituidas as coldnias dos insetos, ovos, ninfas e adultos (virgens)
foram separados e monitorados diariamente e alimentados com as dietas descrita
acima. As dietas foram trocadas a cada trés dias. Adultos virgens de ambas as
especies com cerca de +3 dias de vida foram sexados e separados para os
experimentos seguintes. Todos os procedimentos de criagdo ocorreram sob
condigdes de laboratdrio controladas (25 £ 1°C; 70 £ 10% de umidade relativa; 12h:

12h claro/escuro).
4.2 TECNICA DE COLETA DE VOLATEIS
4.2.1 Coleta de volateis de machos e fémeas de Mormidea v-luteum
A coleta dos volateis foi conduzida pelo sistema de areacao contendo um
grupo de sete machos e sete fémeas separados por sexo em camaras de vidro,

quais foram alimentados com dieta natural, Paspalum sp. Para aumentar a vida util

da dieta natural dentro das camaras de aeragao, adotou-se frascos de vidro (12 x 4:
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altura x diametro em centimetros) com agua destilada (100 ml). Os frascos foram
vedados com plastico filme para evitar o acimulo de umidade dentro das camaras e
também para evitar que insetos caissem dentro do frasco (FIGURA 2). As coletas
dos odores ocorrem sob condigdes de laboratorio. A dieta natural ofertada e a agua
dos frascos foram trocadas a cada trés dias. Ressalta-se que durante a troca da
dieta, a mesma foi inspecionada para evitar a presenga de outros organismos que
nela poderiam estar associados, e assim afetar a coleta de volateis. As inspecodes
foram realizadas sob estereomicroscépio com magnificacdo de 10X a 40X. Os
modelos de camaras utilizadas foram as verticais e a coleta dos volateis ocorreu
pelo sistema de aeragao por fluxo de ar. Os passos e dimensbes das camaras

adotada foram os mesmos descrito no capitulo 1.

FIGURA 2 — Coleta de volateis oriundos da dieta natural e de machos e fémeas de M. v-luteum
separados por camaras de vidro. Na esquerda (M), cdmaras com machos mais dieta natural; na
direita (F), cdmaras com fémeas mais dieta natural; no topo das cémaras de vidro, uma coluna

contendo o polimero adsorvente (20 mg);

Os volateis organicos naturais foram constituidos pela lavagem das colunas
contendo o polimero adsorvente (HayeSep= 20 mg). O periodo de coleta foi de 24
horas, igualmente para cada amostra. Todos os extratos obtidos foram com solvente
bidestilado (hexano), e cada amostra coletada conteve 400 pL (microlitros) finais. As

amostras obtidas de cada camara foram devidamente etiquetadas e acondicionados



97

em vials de 2 mL. Apds coletadas, foram alocadas em freezers a -20 °C para
analises posteriores via CG, CG-IVTF, CG-EM e realizagdo de bioensaios com
extrato natural (ZARBIN et al., 1999).

4.2.2 Coleta de volateis de machos e fémeas de Arvelius albopunctatus

Na coleta de volateis de adultos de A. albopunctatus, adotaram-se camaras
de aeragédo na horizontal (com dimensdes de 35 cm de comprimento x 4,5 cm de
diametro). A dieta natural oferecida constituiu-se de um tomate-cereja (S.
lycopersicum (L.) e uma vargem (Phaseolus vulgaris L.) ofertada para machos e
fémeas. Cada camara de aeragao contou com a dieta natural e dois adultos machos
ou fémeas, ou seja, uma camara conteve somente machos e outra somente fémeas.
Os procedimentos para extracdo, condicionamento e preparo das amostras dos
odores emitidos por machos e fémeas mais a dieta natural foram iguais aos

descritos anteriormente (ver. ltem 4.2.1).

e
]

| .

FIGURA 3 — Obtencao dos volateis oriundos da dieta natural e de machos e fémeas de Arvelinus

albopunctatus.
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4.3 IDENTIFICACAO DOS COMPOSTOS SEXO-ESPECIFICOS DE Mormidea v-

luteum e Arvelius albopunctatus

Os extratos de machos e fémeas de cada espécie foram analisados via a
técnica de cromatografia gasosa ‘CG’ e cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas ‘CG-EM’. Uma coluna cromatografica RTX-5 (30 m x 0,25
mm d. i. x 0,25 ym de espessura de filme; J&W Scientific, Folsom, Califérnia, EUA)
foi utilizada para analise das amostras. Cada amostra foi concentrada para 100 uL,
sendo analisada uma aliquota de 1 pL de cada extrato. O método de temperatura
utilizado iniciou-se com o forno a 50°C durante um minuto. A temperatura do forno
ascendeu 7°C a cada minuto até atingir 250°C, e tal temperatura foi mantida durante
dez minutos. Para circular a mostra na coluna cromatografica, hélio foi utilizado
como gas de arraste, a um fluxo de 1 mL minuto™. Ademais, os extratos também
foram analisados por infravermelho. A técnica constitui-se pela juncdo da
cromatografia gasosa com a técnica de espectrofotometria por infravermelho via
transformada de Fourier (CG-IVTF). O equipamento utilizado foi o DiscovIR-GC
(Spectra Analysis, Marlborough, Massachusetts, USA; 4000-750 35 cm-1). A
resolucdo de trabalho foi de 8 cm™. O CG contou com uma coluna cromatografica
DB-5 (0,25 uym, 0,25 m x 30 m; J&W Scientific, Folsom, Califérnia, EUA).

Os célculos do indice de Retencdo (IR), juntamente as coinjecdes dos
extratos naturais e mais os sintéticos obtidos foram feitos via CG e CG-EM no
método citado anteriormente. A determinagao do IR seguiu metodologia de Van Den
Dool e Kratz (1963). A identificagdo dos compostos contou com a avaliagao do IR,
espectros de massas de cada composto, comparados com os dados da biblioteca de
dados sobre espectros de massas do Instituto Nacional de Padrbes e Tecnologia
(NIST27 e NIST147), assim como com as analises dos espectros de infravermelho e
coinjecbes com padrdes dos sintéticos obtidos e sintese dos compostos. Para A.
albopunctatus o processo de identificagao e resolugao estrutural final ainda estdo em

processo pelo Laboratério de Semioquimicos da UFPR.

4.3.1 Padrdes sintéticos utilizados na identificacdo dos compostos macho-especifico

de Mormidea v-luteum
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Padrdes sintéticos dos diasterecisémeros do Zingiberenol, dos grupos cis e
trans foram utilizados, o trans-zingiberenol (1RS,4RS,1’'S)-zingiberenol e (4-(1°,5'-
dimethylhex-4’-enyl)-1-methylcyclohex-2-en-1-0l) respectivamente. Os compostos
citados foram gentilmente cedidos pelo Professor Dr. Jocelyn G. Millar da
Universidade da Califérnia, EUA (University of California, USA). As preparag¢des dos
compostos sintéticos e as etapas de sintese para obtencdo dos compostos
Zingiberenol, Murgantiol e Sesquipiperitol foram preparados em parceria pelo Me.
Douglas José Melo, doutorando em Quimica pela Universidade Federal do Parana
(UFPR) e integrante do Laboratério de Semioquimicos da UFPR, coordenado pelo
Prof. Dr. Paulo H. G Zarbin.

4.4 QUANTIFICACAO DOS COMPOSTOS EMITIDOS POR Mormidea v-luteum E

Arvelius albopunctatus

A quantificagcdo de cada um dos volateis macho-especificos emitidos e
candidatos a feroménio foram realizadas via padrdo interno. Foi utilizado uma
solucdo do hidrocarboneto tetradecano (10 ng pL™") para quantificacdo dos volateis
macho-especifico de M. v-luteum. No entanto, devido aos compostos candidatos a
feromoénio de A. albopunctatus terem sido emitidos em grandes quantidades, uma
curva de calibracdo foi adotada baseada em solugcbes de hidrocarboneto
pentadecano pesados em balanca analitica de alta precisdo. As solugcbes foram
preparadas com as seguintes massas (10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100 ppm).
Para esta espécie estabeleceu a producao diaria, por fotoperiodo e a taxa de
producdo (%) de cada composto, bem como o horario de maior emissdo dos

compostos candidato a feromdnio.

4.4.1 Dindmica de producdo dos compostos candidatos a ferombnio de

Arvelius albopunctatus

A dinamica de produgao avaliou a emissao dos compostos no periodo de 24
horas de 25 extratos. A producdo entre o periodo da fotofase e escotofase,
intercalada por 12 horas foram coletadas e amostradas de doze extratos de cada
fotoperiodo. Para a fotofase, compreendeu-se entre as 07h0Omin da manha até

18h59min. Para escotofase, estabeleceu-se entre as 19h00min da noite até as
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06h59min da manha. Tal etapa contou com um temporizador analdgico para alternar
entre os fotoperiodos automaticamente. Avaliou-se também a emissdo dos
compostos a cada 3 horas do fotoperiodo de maior emissdo. Para cada intervalo de
trés horas amostraram-se seis extratos, ou seja, entre os intervalos de (1-3h) seis
extratos; (3-6h) seis extratos; (6-9h) seis extratos; (9-12h) seis extratos. Assim,
foram avaliados 24 extratos.

Destaca-se que foi utilizado o sistema de areacdo e as condicbes de
laboratério ja previamente descritas. Além disso, os insetos utilizados eram adultos
com xtrés dias de vida e virgens, e neste experimento foram utilizados dois machos
por camara. Adotou-se o intervalo de trés horas devido ser a faixa de intervalo

estimada para detecgdo dos compostos emitidos.

4.5 TESTES DE BIOATIVIDADE COM OS COMPOSTOS SEXO-ESPECIFICOS
CANDIDATOS A FEROMONIO DE Mormidea v-luteum E Arvelius albopunctatus

4.5.1 Bioensaio em olfatometria de Mormidea v-luteum

Para avaliagado da bioatividade dos compostos macho-especificos de M. v-
luteum utilizou-se o bioensaio em olfatometria em “Y’. Tal equipamento constitui-se
de trés tubos de vidro conectados, no qual cada brago e o corpo possuem 20 cm de
comprimento, sendo as dimensodes totais de (40 cm x 4 cm de didametro). Pela
presenca de dois bracos equidistantes, a técnica permite realizar bioensaios de
dupla escolha. Os bioensaios foram realizados com o extrato natural e com os
compostos sintéticos. Para os bioensaios com o extrato natural, foi ofertado em um
braco o controle, dieta natural (Paspalum sp) mais solvente (hexano bidestilado),
versus o extrato natural de machos mais dieta natural. Para liberar os odores do
tratamento (extrato natural + dieta) e do controle (solvente + dieta) foram utilizados
papeis filtro nas dimensdes de 2 cm? trocados a cada bioensaio juntamente como a
dieta natural. O agente carreador dos odores do tratamento e controle dos
bioensaios com o extrato natural e sintético, foi ar humidificado e filtrado por carvao
ativado que seguiu a 1 L min™ para cada braco do olfatometro em ‘Y’. Apds testes
pilotos com observagdes de machos e fémeas em laboratério e campo, avaliou-se o
periodo de maior atividade de machos e fémeas. Assim, estabeleceu-se o horario

entre 13 e 17 horas como o de maior atividade. Com isso, utilizou-se esta faixa de
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horario para realizar os bioensaios com o extrato natural, compostos sintéticos e
controle. Foram avaliados os bioensaios com os compostos sintéticos (tratamento)
versus hexano (controle). Como agentes liberadores dos compostos sintéticos,
utilizaram-se papeis filtro com 2 cm? trocados a cada bioensaio. A concentragéo
utilizada foi baseada na liberagao emitida por um inseto, ou seja, 1 macho-especifico
(1 ME) em 24 horas. Adotou-se tal concentragdo para o bioensaios com o extrato
natural e com os compostos sintéticos quantificados. Os bioensaios com extrato
natural foram realizados com machos (N= 41) e fémeas (N= 45) da presente
espécie. Os bioensaios com os compostos sintéticos, as diferentes combinagdes e o
numero amostral testado de machos e fémeas seguiram a tabela abaixo (TABELA
1). Os quais foram constituidos pelos tratamentos: Z= zingiberenol, M= murgantiol e
Z+M= zingiberenol + murgantiol, e controle (hexano). Destacam-se que todos os
bioensaios foram realizados em condigdes de laboratorio (25t 1°C; 70 £ 10% UR;
Fotofase: 12h). Devido percevejos comumente liberarem feroménios de alarme,
apos serem sexados, os insetos foram aclimatados por trinta minutos. Tal medida foi
tomada para evitar o comprometimento dos bioensaios. Ademais, foram

empregados dois olfatbmetros de igual tamanho, e sendo alternados a cada

bioensaio.
Sexos testados Composicao dos tratamentos (compostos
(n) sintéticos)
V4 M Z+M Controle (n) testados
Machos/Fémeas + + X 20/20
Machos/Fémeas + + X 20/20
Machos/Fémeas + X 20/20
Machos/Fémeas + X 20/20

TABELA — 1 Bioensaios em olfatometria em Laboratério com M. v-luteum, sendo tratamento versus

controle: Presente (+); Versus (x)

4.5.2 Bioensaio em olfatometria em “Y” de Arvelius albopunctatus

Os bioensaios em olfatometria em ‘Y’ foram conduzidos em ambiente

controlado e seguiu com a utilizagcdo dos mesmos instrumentos e procedimento
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tomados para a espécie M. v-luteum. Contudo, para esta espécie foi avaliado o
numero amostral de 30 machos e 30 fémeas. Os testes foram realizados com o
controle (hexano bidestilado mais dieta) versus tratamento (extrato natural mais
dieta). A dieta natural ofertada foi constituida de um tomate-cereja de (S.
lycopersicum (L.) e de uma vargem de (Phaseolus vulgaris L.). Empregou-se o uso
de papeis filtro com 2 cm? como liberadores dos odores dos tratamentos e controle,
e a dieta e os papeis filtro foram trocados a cada bioensaio. O periodo de realizagao
dos bioensaios seguiu o periodo de maior liberagcdo dos compostos sexo-
especificos. A quantidade do extrato aplicado para o tratamento com o odor
candidato a feromoénio, foi orientada pela producdo média diaria por inseto em 24
horas (1 ME). Testou-se os odores para machos e fémeas com dupla chance
escolha. Os testes com os compostos sintéticos, ndo ocorreu, visto o comentario na

seccao 4.3, no ultimo paragrafo.

4.6 ANALISES ESTATISTICAS

Analisaram-se os bioensaios via olfatometria em Y’ pelo o teste Binomial de
dupla escolha. Nos testes por olfatometria, as n&do respostas, ndo foram incluidas
nas analises. Para averiguar se houve diferenca entre a produgdo média em 24
horas e em cada intervalo de trés horas amostradas, adotou-se previamente a
checagem da normalidade via o teste Shapiro-Wilk. Devido variancia desigual entre
a quantidade dos compostos emitidos, adotou-se o teste para dados nao pareados
Mann-Whitney. Na avaliagdo da produgédo dos compostos emitidos a cada trés horas
foi utilizado o teste para a analise de variancia nao-paramétrica, Kruskal-Wallis. Para
ambos os testes, o P-valor adotado foi de (<0.05). Todos as analises aqui descritas

ocorreram no software BioEstat 5.0.
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5. RESULTADOS

As espécies M. v-luteum e A. albopunctatus tiveram os extratos de machos e
fémeas coletados de modo separado por sexo e espécies pelo sistema de aeracéo,
sendo os extratos analisados pelas técnicas de cromatografia gasosa, cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas e por espectrofotometria por
infravermelho. As analises revelaram que nos extratos organicos volateis de machos
havia a presenca de compostos sexo-especificos. No total, foram seis compostos
macho-especificos para a espécie M. v-luteum e dois compostos macho-especificos
para A. albopunctatus. Para o percevejo-do-arroz, M. v-luteum, os alcoois tiveram as
seguintes identidades: 1 e 2 isbmeros do zingiberenol, os compostos 3, 5 e 6 como
isdbmeros do murgantiol e o composto 4, o sesquipiperitol. Para o percevejo-do-
tomate, A. albopunctatus parcialmente revelou-se que os dois compostos macho-
especificos se tratam de hidrocarbonetos com ligagbes duplas e com massa carga
m/z 272. A seguir, o detalhamento dos resultados obtidos para cada espécie

separadamente.

51 IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DOS COMPOSTOS MACHO-
ESPECIFICO DE Mormidea v-luteum

Os resultados obtidos de 30 extratos de machos e fémeas de M. v-luteum
coletados via sistema de areacdo, e analisados via CG e CG-EM evidenciaram seis
compostos como sendo exclusivos dos extratos de machos (FIGURA 4). Dentre os
compostos macho-especificos evidenciados, destacaram-se os compostos 1 e 5
como os majoritarios detectados nas analises de cada extrato. Diante disso, os
compostos majoritarios (1-5), candidatos a feroménio de M. v-luteum, representaram
78% da producgao total dos seis compostos evidenciados. A produgao total diaria de
cada um dos compostos foi de: (média + desvio-padrao): 1 (6,31 £ 1,58 ng); 2 (0,63
+ 0,16 ng); 3 (0,59 + 0,39 ng); 4 (1,01 + 0,25 ng); 5 (4,75+ 0,83 ng); 6 (0,91+ 0,56
ng).



104

prmssesasansannes 4 2000 21.0 bk} 0 min
weo |
emea ||| ]|
10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0min

FIGURA 4 — Analise via cromatografia gasosa e comparacao dos extratos de machos e fémeas de M.

v-luteum (Heteroptera: Pentatomidae). Em destaque os compostos macho-especificos (1- 6).

Os respectivos indices de retencdo de cada um dos compostos macho-
especificos candidatos a feromonio evidenciados foram: (1: 1623, 2: 1642, 3: 1647,
4: 1701, 5: 1740, 6: 1757) via coluna (RTX-5). As analises via CG-EM dos
compostos naturais candidatos a feromdnio apresentaram as fragmentagdes
contidas a seguir (FIGURA 5). Salienta-se que as fragmentagdes dos compostos 1,
2 e 4 evidenciaram o mesmo pico base e um similar arranjo das fragmentagdes. O
pico base, ou seja, o fragmento de maior abundéancia para os referidos compostos
observado continham os fragmentos (picos) de m/z 119 (100%). O pico do ion
molecular dos respectivos compostos foram para o composto 1 m/z 222 (3%), e para
os compostos 2 e 4 m/z 204 (25%). Enquanto para os compostos 3, 5 e 6, o pico
base foi de m/z 93. O fragmento do aparente ion molecular para o composto 3 foi de
m/z de 202 (7%) e 220 para 5 e 6 (7%).
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FIGURA 5 — Espectro de massas dos compostos produzidos por machos de M. v-luteum

(Heteroptera: Pentatomidae) (1- 6).

Diante da similaridade observada, tal cenario indicou a possibilidade da
caraterizagcdo e presenca de estereoisbmeros entre os compostos macho-
especificos candidatos, 1 e 2, ou seja, compostos com as mesmas formulas
moleculares, mas com um arranjo espacial diferente. As fragmentagées aqui
destacadas contribuem na identificagcdo do determinado composto, pois atuam com
uma assinatura, que combinadas com as demais fragmentagbes auxiliam na
identificacdo e caracterizagdo de uma molécula. Assim, a caracterizacdo dos
compostos 1 e 2 sugere-se como sendo isdmeros do sesquiterpeno do Zingiberenol.

Ao passo que os compostos 3, 5 e 6 sugerem serem isdbmeros do murgantiol.

5.1.1 Caraterizagao dos grupos funcionais dos compostos majoritarios candidatos a

feromoénio de Mormidea v-luteum

Na presenca dos seis compostos candidatos, destacam-se os compostos 1 e
5, que além de serem os compostos majoritarios do extrato, foram também

compostos que derivaram os demais, como foi evidenciado pela similaridade das
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fragmentagdes. Assim, a seguir, o espectro de massa dos compostos majoritarios e
0 espectro na regido do infravermelho obtido pelo CG-IVTF (FIGURA 6). Destaca-se
na analise por infravermelho uma banda larga do composto 1, na faixa de 3363 cm’
carateristico da fungdo alcool (OH). O espectro na regidao do infravermelho do
composto 5 também apresentou a mesma carateristica, uma banda de estiramento
alargado em 3369 cm™. Além disso, observou-se o estiramento das bandas em 1255
cm™ e 919 cm™, as quais sinalizaram a presenca de anel epdxi, e assim revelando a

presenca de um epoxi-alcool.

100]A [ 1
75| 9 @
o
s
T
S
50 E
4 10 181 2
<
25 5% &7 7 1 13 £
I ‘ ‘ 147 180 X 220
. | I|| I||| HHM ‘w ||u.|. ) AR N
50 100 150 200 wiz 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Wavenumber (cm™)
100{B 9
1
751 4 13 3
k=
7 =
50 £
w
&
5 o
25] =
“ 15
17 "’"F 220
100

miz 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Wavenumber (cm™)

50

FIGURA 6 — Espectros de massas e infravermelho dos compostos macho-especificos majoritarios (1
e 5) de M. v-luteum (Heteroptera: Pentatomidae). Espectros de massas a esquerda referentes aos

compostos 1= A e 5= B, e a esquerda dos infravermelhos dos respectivos compostos A’ e B’.

5.1.2 Co-injecao e confirmagado compostos candidato a ferombénio de Mormidea v-
luteum (1-6)

A identidade dos compostos macho-especificos foi evidenciada pela
comparacgao da co-injegao dos compostos naturais e sintéticos (FIGURA 7). Para os
compostos 1 e 2 utilizou-se a mistura cis- e trans dos isémeros do zingiberenol. Os
compostos foram identificados como sesquiterpendides isdmeros do zingiberenol (1,

2), do murgantiol (3, 5 e 6) e do sesquipepiritol (4).
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FIGURA 7 — Co-injecao e identificacdo dos compostos machos-especificos majoritario de M. v-lutuem
(Heteroptera: Pentatomidae) (1- 6). Cromatograma dos compostos naturais A (1- 6) e coinje¢cdes com
os compostos sintéticos (B-F). Onde, (B) isdbmero cis do sintético (1°'S)-zingiberenol; (C) isbmero trans
do sintético (1’S)-zingiberenol; (D) isdmero cis do murgantiol (E) isdbmero frans do murgantiol, e (F) a
mistura dos isbmeros do sesquipiperitol. A estereoquimica dos compostos sintéticos e seus
respectivos estereocentros estdo assinalados com (*).

A resolugao da configuragao absoluta para os isbmeros S’, R’ ou R’ e S’ do
zingiberenol foi revelado pela separacédo dos isbmeros do zingibereno desidratados,
sendo analisados o sintético e natural do gengibre e derivado do extrato natural de
machos de M. v-luteum e os quais foram analisados por CG com uma coluna quiral
B-DEX 325 (FIGURA 8). Com isso, observou-se que os isdbmeros oriundos do extrato
natural de machos de M. v-luteum e do composto sintético compartilharam a
configuracdo (4R,1'S) do extrato do Oleo essencial desidratado de gengibre,

revelando assim sua configuragao absoluta.
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FIGURA 8 — Comparagéo dos cromatogramas dos zingiberenos. A, isdbmeros sintéticos cis e trans do
(1’S)-zingibereno; B, zingibereno (4R,1’S) natural do 6leo do gengibre; C, Zingibereno derivado do

extrato natural de machos de M. v-luteum.

5.1.3 Bioensaios em Olfatometria em ‘Y’ com os compostos naturais e sintéticos de

Mormidea v-luteum

Bioensaios realizados em laboratorio com adultos machos e fémeas de M. v-
luteum que testados em olfatbmetros em °Y’, apresentaram atratividade para o
tratamento com o extrato natural dos compostos macho-especificos emitidos e
identificados. Os resultados evidenciaram a atuacdo dos compostos macho-
especificos naturais como sendo de agregacado. Nos resultados obtidos, fémeas
testadas apresentaram uma grande atragéo para o extrato natural de machos + dieta
natural (P= 0.003) versus o controle (dieta natural + solvente= hexano), e sendo
também os machos testados e atraidos significativamente para o extrato natural de
machos mais dieta natural (P= 0.05) (FIGURA 9).
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FIGURA 9 — Bioensaios em olfatometria em Y’ com os compostos naturais macho-especificos de M.

v-luteum (Heteroptera: Pentatomidae). Com d+n = dieta natural; Resultados significativos (*) P < 0.05.

Bioensaios empregando o composto maijoritario sintético 1: (1’S)-zingibere-
nol foram realizados via olfatometria em Y’. Os resultados mostraram que machos e
fémeas foram atraidos significativamente para o tratamento versus controle (hexano)
(fémeas: P= 0.001, e machos: P= 0.01). Porém, o segundo composto macho-
especifico sintético majoritario 5: (1°S)-murgantiol testado via olfatometria, somente
fémeas apresentaram atratividade significativa versus controle (hexano) (fémeas: P=
0.002). Os machos por sua vez, nao difeririam significativamente entre o tratamento
e controle (machos: P= 0.422) (FIGURA 10).

M Zingiberenol
Bl Murgantiol

(] Controle (hexano)

Nameros de insetos testados

FIGURA 10 — Bioensaios em olfatometria em Y’ com os compostos sintéticos majoritarios e macho-
especificos de M. v-luteum (Heteroptera: Pentatomidae). Resultados nao significativos (ns: P > 0.05);

Resultados significativos (*) P < 0.05.

Em vista dos bioensaios anteriores resultarem diferentes respostas dos

compostos majoritarios quando sozinhos, em especial o (1’S)-murgantiol, assim,
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avaliou-se a bioatividade da mistura dos compostos majoritarios sintéticos (1'S)-
zingiberenol (1) e (1'S)-murgantiol (5) via olfatometria em °‘Y’. Os resultados
revelaram que a composicdo da mistura dos compostos foi significativamente
atrativa para machos (P= 0.004) e para fémeas (P = 0.004) versus o controle
(hexano) (FIGURA 11). Devido ao composto majoritario (1'S)-zingiberenol atrair
ambos sexos quando sozinho ou misturado com o (1’'S)-murgantiol, a sua
bioatividade foi testada frente a mistura do (1’S)-zingiberenol e (1'S)-murgantiol. Os
dados obtidos evidenciaram que fémeas de M. v-luteum foram significativamente
atraidas pela mistura (fémeas, P= 0.007), enquanto os machos testados nao
discerniram significativamente entre a mistura dos compostos majoritarios sintéticos

versus o (1'S)-zingiberenol sozinho (machos, P= 0.26).

Fémeas

Machos * M Zingiberenol + Murgantiol

[] Controle (hexano)

Fémeas B Zingiberenol

Numeros de insetos testados

FIGURA 11 — Bioensaios em olfatometria em Y’ com a mistura dos compostos sintéticos majoritarios
de M. v-luteum (Heteroptera: Pentatomidae). Resultados n&o significativos (ns: P > 0.05); Resultados
significativos (*) P < 0.05.

5.1.4 lIdentificacdo e quantificacdo dos compostos macho-especificos de

Arvelius albopunctatus

Dos 43 extratos de machos e fémeas coletados via sistema de areacao de
Arvelius albopunctatus, que analisados via CG e CG-EM evidenciaram a presenca
de dois compostos detectados exclusivamente nos extratos de machos (FIGURA
12). Os dois compostos foram previamente caraterizados como composto (1) o
minoritario, e o segundo o maijoritario (2). Assim, indicam-se estas substancias como

sendo compostos macho-especificos candidatos a feroménio A. albopunctatus.
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FIGURA 12 - Comparagédo dos cromatogramas do extrato de machos e fémeas de
Arvelius albopunctatus (Heteroptera: Pentatomidae) dos e a evidenciagdo compostos macho-

especificos (1-2).

Inicialmente, os respectivos espectros de massas dos compostos (1-2) e as
analises dos espectros de infravermelho seguem abaixo (FIGURA 13). Estes dados
fornecem pistas importantes que auxiliam na identificagdo das moléculas e seus
grupos funcionais. A analise de espectrometria de massa dos compostos (1-2)
revelou uma grande similaridade entre as fragmentag¢des detectadas. Em ambos os
compostos se detectaram o mesmo pico base com m/z 93 (100%) que pode indicar
a presenca de um anel com dupla ligagdo. Ocorreu também a presenga do mesmo
ion molecular (M*) pra os dois compostos, m/z 272 (M*), que respondem a massa
final do composto. Assim, preliminarmente, os dois compostos possuem afinidades
via a analise por espectrometria de massas, o0 que poderia ser atribuido pela
ocorréncia de isdmeros. A identificacado final dos dois compostos ainda esta em fase

de andamento pelo Laboratério de Semioquimicos da UFPR.
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FIGURA 13 — Espectros de massas e analise por infravermelho do extrato natural de macho-

especificos de Arvelius albopunctatus (Heteroptera: Pentatomidae).

Nas analises por infravermelho, as bandas, ou os estiramentos evidenciados
na regido do nimero de onda (wavenumber) menor que 3000 (cm™) do composto 1,
aponta a presenca de um hidrocarboneto com ligagbes duplas. Embora para o
composto 2, que também indica a presenca de um hidrocarboneto, a banda de

estiramento em 3035 (cm™") sugere a ocorréncia de uma estrutura aromatica.

5.1.5 Dindamica de producdo dos compostos macho-especificos de Arvelius

albopunctatus

O resultado obtido de 25 extratos de macho coletados pelo periodo de 24
horas revelou a produgéo diaria e por inseto macho adulto virgem. A produg¢ao por
inseto entendeu-se por 1 macho-especifico (1 M.E) dos compostos candidatos
feromoénio, do minoritario 1 e do maijoritario 2 (FIGURA 14). A producdo média

correspondeu por (média + desvio-padrao): 1 (0,35 £ 0,72 ppm) e 2 (7,04 £ 6,8 ppm);
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FIGURA 14 — Variagdo na emissado diaria dos compostos minoritario (1) E Majoritario (2) DE

Arvelius albopunctatus (Heteroptera: Pentatomidae) (ppm).

A producao diaria amostrada produzida por 1 macho especifico (1 ME) do
composto (1) foi relativamente baixa, ao incluir uma amplitude inferior de 5 ppm. Por
outro lado, a produgéo do composto (2) oscilou consideravelmente. De acordo com o
box-plot exibido, o valor do segundo quartil (Q2) (linha interna da caixa) apresentou-
se deslocado em diregcao ao terceiro quartil (Q3). Com isso, sugeriu uma mediana
assimétrica a esquerda, e o que refletiu na amplitude dos dados da quantificagcao
evidenciados serem altamente discrepante, ou seja, entre o menor e o maior valor
obtido do composto (2), o majoritario. A proporgdo da emissao entre o composto
minoritario e majoritario pdde ainda ser observada pela disposigdao dos dados em
porcentagem dos respectivos compostos em 24 horas de coleta (FIGURA 15). O
composto minoritario representou 4,9%, enquanto o majoritario 95,1% da producéao
media.

100% 95.10%
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80%
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50%

40%
30%

Proporgaoe emitda em 24 horas (%)

20%
10% 4.90%

0%
Composto 1 Composto 2

FIGURA 15 — Propor¢cdo dos compostos minoritario (1) e majoritario (2) de Arvelius albopunctatus

(Heteroptera: Pentatomidae) emitidos em 24 horas (%).
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Além da producéao diaria, esforgcos foram desempenhados para estimar a
producao destes compostos entre os fotoperiodos, da fotofase e escotofase a 1 M.E.
Os resultados de doze extratos colhidos na fotofase e doze extratos colhidos na
escotofase evidenciaram que os compostos macho-especificos foram produzidos em
sua maior quantidade na escotofase (FIGURA 16). A producdo média de cada
composto durante fotofase foi de 0,003 ppm do minoritario (1) e de 0,78 ppm para o
majoritario (2). No periodo somente da escotofase, a média obtida foi de 1,34 ppm
para o composto minoritario (1), um aumento de mais de 200% na producdo em
relacéo a fotofase. Para o majoritario (2) a produgdo média amostrada foi de 16,17
ppm, um aumento altamente expressivo também no periodo da escotofase. Assim,
os resultados revelaram a producdo dos compostos macho-especificos de

Arvelius albopunctatus serem produzidos em sua maior relevancia no periodo da

escotofase.
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FIGURA 16 - Produgcdo média dos compostos minoritario (1) e majoritéario (2) de

Arvelius albopunctatus (Heteroptera: Pentatomidae) por fotoperiodo.

Uma vez evidenciado o periodo de maior producdo dos compostos sexo-
especificos candidatos a feroménio de A. albopunctatus, analisou-se entdo, a
emissao destes compostos a cada 3 horas da escotofase. Assim, as médias de
produtividade e desvio-padrdao de cada composto foram de: (1-3h: 1= 0,02+0,02; 2=
6,13+ 5,48); (3-6h: 1= 0,01+0,02; 2= 7,89+3,71); (6-9h: 1= 0,05£0,09; 2= 4,86+5,41);
(9-12h: 1= 0,85+1,46; 2= 9,49+12,01) (FIGURA 17).



115

10 b
9
z d
g 5 b
2 7 C
o b
Té 6
g s
$
2 1
g
2 3
a
g 2
2 c
%o a
E
LI : : ]
1-3h 3-6h 6-9h 9-12h
=Composto1 = Composto 2
FIGURA 17 — Produgdo média dos compostos minoritario (1) e majoritario (2) de

Arvelius albopunctatus (Heteroptera: Pentatomidae) a cada 3 horas da escotofase. Letras iguais
indica que nado houve diferenca estatistica dentre as amostras avaliadas pela analise de Kruskal-
Wallis

Os resultados apontaram que houve diferenca estatistica entre a produgao
média do composto minoritario 1, e do composto majoritario 2 para todos os
intervalos de horas amostrados da escotofase. Embora os intervalos de producgéo do
composto 1 ndo terem apresentado diferenga significativa nas subsequentes horas
amostradas, foi no ultimo intervalo da escotofase (9 -12h) que a producédo deste
composto aumentou. Para o composto 2, ndo houve diferenga significativa entre os
intervalos amostrados. No entanto, pode-se notar uma flutuabilidade da producgéo

entre as 12 horas da escotofase amostrada.

5.1.6 Bioensaios em olfatometria em ‘Y’ de Arvelius albopunctatus

ApoOs realizada a dindmica de producdo dos compostos emitidos, os
bioensaios que foram realizados no periodo da escotofase também levaram em
conta a producao por inseto. Os bioensaios realizados em olfatometria em ‘Y’
empregado o extrato natural de machos adultos e virgens de A. albopunctatus
evidenciaram uma atratividade altamente significativa de fémeas virgens (n=30;
tratamento= 22; controle 4; nao-resposta 4) (P<0.05*). Por outro lado, dos machos
virgens testados (n=30; tratamento= 8; controle= 16; n&do resposta 6) ndo foram
atraidos para o extrato do macho de A. albopunctatus (ns) (P> 0.05) (FIGURA 18).

Assim, estes resultados indicaram que os compostos macho-especificos de Arvelius
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albopunctatus possuem um carater de feromdnio sexual, ou seja, atuam na atragéo

do sexo oposto pelo teste binomial.

B Extrato de macho + d.n

O Controle (hexano + d.n)

ns

T T T T T
30 25 20 15 10 5 0 5 10 15 20 25 30

Numeros de insetos testados

FIGURA 18 — Respostas de adultos machos e fémeas de Arvelius albopunctatus (Heteroptera:
Pentatomidae) ao extrato natural de machos a 1 ME. Resultados nao significativos (ns: P > 0.05);

Resultados significativos (*) P < 0.05.
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6 DISCUSSAO

Para Pentatomidae, os feroménios sexuais e de agregacdo tém sido
documentados sexo-especificos e pelos machos emitidos (EL-SAYED, 2020). Neste
aspecto o mesmo evidenciou para as duas espécies estudadas, a emissdo de
compostos sexo-especificos pelos machos de cada espécie. Interessantemente, os
compostos emitidos por machos de M. v-luteum ja foram identificados para outras
espécies de pentatomideos, e sendo em grande parte incluidos na subfamilia
Pentatominae como observado para T. limbativentris e O. poecilus, nas quais o
composto zingiberenol caracterizou-se como feroménio sexual (OLIVEIRA et
al. 2013; BLASSIOLI-MORAES et al. 2020; EL-SAYED, 2020). Em paralelo, o
composto murgantiol caracterizou-se como um feroménio de agregacao identificado
para M. histrionica e H. halys através de bioensaios (ZAHN et al. 2008; KHRIMIAN et
al. 2014). Ademais, o componente 4, sesquipiperitol, também foi detectado para as
especies T. limbativentrie M. histrionica e aponta-se como um precursor
biossintético para as os compostos zingiberenol e murgantiol (LANCASTER et
al. 2018). Notadamente, o registro da emissdo dessas moléculas, zingiberenol e
murgantiol, nunca tinha sido registrado para uma unica espécie de inseto.

A estereoquimica absoluta dos isébmeros do zingiberenol foram
determinados para o composto 1: (1S,4R,1TR) e 0 2: (1R,4R,1'S) com base nas
coinjengdes dos isbmeros sintéticos cis e trans do zingiberenol, o qual diferem na
polaridade e tempo de retencao (KHRIMIAN et al. 2014a; KHRIMIAN et al.,
2014b, KHRIMIAN et al., 2015), e através da desidratacdo dos compostos naturais e
sua comparagdo com os compostos naturais do 6leo de gengibre (KREISER;
KORNER 1999; OLIVEIRA et al. 2013). Aponta-se o composto 1 como o primeiro
registro de um produto natural, enquanto o composto 2 foi previamente identificado
para O. poecilus (OLIVEIRA et al.,, 2013). Para os compostos, 3, 5 e 6 a
estereoquimica absoluta ainda precisa ser determinada. Contudo, a estereoquimica
parcial dos compostos 3 e 5 com seus respectivos estereocentros foi apontada como
(1*S, 4*S) enquanto para o composto 6: (1*R, 4*S). Ratifica-se que a identificagéo foi
baseada em coinjegbes com amostras dos compostos sintéticos dos isémeros cis- e
frans- do murgantiol. A mesma estereoquimica relativa foi observada para os
compostos 3 e 5 foi encontrada em machos de M. histrionica (KHRIMIAN et

al. 2014b). Ademais, o zingiberenol e o murgantiol, e outros compostos
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sesquiterpénicos e sesquiterpernoides tém sido reportados como feroménios em
Pentatomidae, por exemplo, o bisaboleno, bisabolol, B-sesquifellandreno e o a-
curcumeno (KHRIMIAN et al. 2014a, KHRIMIAN et al. 2014b; YANG et al. 2019).

No contexto da bioatividade, compostos macho-especificos sdo comumente
emitidos para atrair o sexo oposto, no caso o ferombnio sexual, ou ambos os sexos,
o feroménio de agregacao (ALDRICH et al. 1991; BERGMANN et al. 2009; MORAES
et al. 2008). Em M. v-luteum, observou-se que o0s compostos macho-especificos
podem desencadear diferentes comportamentos; os bioensaios sugerem que o
isdmero zingiberenol provavelmente atua como um feroménio de agregagéo,
mediando a respostas de ambos o0s sexos, enquanto o murgantiol mostrou-se
atrativo somente para fémeas. Assim, os resultados sugerem uma combinacao
bifuncional da mistura destes compostos naturais, os quais podem representar uma
dupla de respostas, isto €, um feroménio de agregacgédo-sexual. Para o percevejo
Piezodorus hybneri, o qual foram evidenciados a emissao de trés compostos macho-
especificos, os testes em olfatometria mostraram que ambos os sexos foram
atraidos pela mistura dos compostos sintéticos macho-especificos € que machos
desempenharam o comportamento de pré-copula em resposta ao feromdnio
sintético (LEAL et al., 1998).

Pentatomideos pertencentes a tribo Carpocorini geralmente compartilham as
mesmas plantas hospedeiras (GARBELOTTO; CAMPOS, 2014). Tibraca
limbativentris tem sido reportado alimentando-se do colmo de arroz e gramineas
(Poaceae), enquanto M. v-luteum reporta-se atacando durante a formagédo da
semente do arroz e gramineas (FERREIRA; DA SILVA MARTINS, 1984; FERREIRA
et al., 2001). Oebalus poecilus e M. v-luteum sao considerados espécies préoximas e
ainda tem sido observado que se alimentam de arroz e inclusive no mesmo estagio
(FERREIRA et al. 2001; ROLSTON, 1978). Interessantemente, todas as trés
especies produzem e sdo atraidas pelo zingiberenol, mas este composto ocorre em
diferentes composi¢coes e aparentemente desempenham diferentes papeis como
feroménio sexual e de agregacao para essas espécies. Ao passo de emitirem os
mesmos compostos, o habito de vida alimentar, o periodo de alimentacdo e a
diferente composi¢cdo dos compostos feromonais de T. limbativentris podem evitar
uma possivel atratividade cruzada entre as espécies, conhecido como ‘“cross-
attraction”. Em complemento, evidencias de sinais vibracionais e a diferente

estereoquimica dos compostos naturais emitidos podem desempenhar importantes
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papeis no habito de vida das espécies de pentatomideos (COKL; BORGES 2017,
MCBRIEN et al. 2002b; VIRANT-DOBERLET; COKL, 2004).

Os bioensaios com os isbmeros do murgantiol atrairam somente fémeas de
M. v-luteum, pode-se evidenciar o seu papel como ferombnio sexual. Em oposto,
para M. histrionica e H. halys os quais produzem os mesmos compostos, o papel
comportamental observado foi relacionado como um feroménio de agregacao (ZAHN
et al. 2008). Na subordem Heteroptera, um cenario similar pode ser observado, o
qual o sesquiterperno trans-a-bergamoteno; um composto natural identificado como
feromonio sexual para Leptoglossus zonatus (Dallas, 1852) (Heteroptera: Coreidae)
(INOUE et al.2019), foi descrito para Dolycoris baccarum (Heteroptera:
Pentatomidae) como um componente do seu feroménio de agregacao (YANG et
al. 2019).

Das espécies contidas na subfamilia pentatominae, poucas foram
estudadas, isto €, em comparagdo a biodiversidade do grupo relacionado as
pesquisas com feromonios (GRAZIA et al., 2015; EL-SAYED, 2020). Para Arvelius
albopunctatus, o qual pertence a tribo pentatomini, tem somente trés espécies
estudadas até o momento, e somente Pellaea stictica e Pallantia macunaima tiveram
evidenciados a emissdo de compostos macho-especificos e caracterizados por
bioensaios como feroménio sexuais das respectivas espécies (FAVARO et al., 213;
FAVARO et al., 2015). Bioensaios com adultos virgens de A. albopunctatus
revelaram a atratividade significativa de fémeas aos produtos naturais sexo-
especificos produzido por machos da espécie, enquanto o oposto evidenciou para
machos testados. Compostos desencadeadores do comportamento sexual, isto &,
ferombnios sexuais tém sido majoritariamente evidenciados para tribo pentatomini
(EL-SAYED, 2020). Notavelmente, P. macunaima revelou-se emitir o produto natural
(6R,10S)-pallantiona, como a inédita cetona produzida dentro da familia
Pentatomidae (FAVARO et al., 2013; EL-SAYED, 2020). A identificacdo dos
compostos emitidos por machos de A. albopunctatus e testados por bioensaios
ainda precisam ser concluidos, porém sugerem-se serem compostos inéditos para
literatura.

Por outro lado, a dindmica de producao de compostos ferombnais entre os
pentatomideos tem sido variado e, com isso, a reposta ser correlacionado ao habito
de vida da espécie (FISH; ALCOCK, 1973; HO; MILLAR, 2001a; BORGES et al.,
2007; ZARBIN et al., 2012). A investigacao da liberagcdo dos compostos macho-
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especifico de A. albopunctatus ocorreu durante a escotofase, o que se sugere ser o
periodo de maior atividade da espécie.

De um modo geral, os estudos realizados para Mormidea v-luteum e Arvelius
albopunctatus colaboram e abrem portas para os campos da area comportamental,
da Ecologia e do Manejo Integral de Pragas com o monitoramento dessas espécies
em campo no futuro. Com isso, 0s nossos resultados avangam importantes passos
na elaboragao de estratégias de monitoramento via armadilha feromonal para M. v-
luteum em campo, e assim contribuindo para uma agricultura mais sustentavel e

racional.

7. CONSIDERAGOES FINAIS

Em resumo, nds detectamos seis compostos macho-especificos liberados
por M. v-luteum, os sesquiterpenos (1S,4R,1'S)- e (1R,4R,1’'S)-zingiberenol,
(1*S,4*S)- e (1*R,4*S)-murgantiol e o sesquipiperitol, e que desempenharam um
papel bifuncional como agregacao e sexual. Realga-se a primeira vez que todos os
compostos naturais identificados foram registrados sendo emitidos por machos de
uma unica espécie. Para A. albopunctatus marcou-se a liberacdo dos compostos
macho-especificos emitidos significantemente na escotofase em laboratorio, e que
tiveram uma bioatividade marcada como feroménio sexual. Para M. v-luteum o
estabelecimento da estereoquimica absoluta de algumas moléculas precisam ser
finalizadas, e um completo entendimento da estereoquimica absoluta e a atividade
biolégica necessitam ser atingidos em respeito as totais estereoquimicas. O
presente trabalho marcou o primeiro estudo dentro do género Mormidea como sendo
a primeira evidencia do murgantiol para a tribo carpocorini, e para Arvelius a
evidencia da bioatividade dos compostos macho-especificos e a dindmica de

produgao, dos quais ainda sugerem serem produtos naturais inéditos para ciéncia.

7.1 RECOMENDACOES PARA TRABALHOS FUTUROS

I. Realizar a completa estereoquimica absoluta dos compostos macho-

especificos de Mormidea v-luteum;
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Averiguar a resposta dos compostos macho-especificos para ambas as

espécies via eletroantenografia acoplada a cromatografia gasosa (EAG);

Implementar testes de campos empregando os compostos sintéticos de

Mormidea v-luteum;

Realizar mais bioensaios para aprofundar o entendimento da atratividade:

sexual/agregac¢ao observada em laboratorio;

Realizar a identificacdo dos compostos macho-especificos de Arvelius

albopunctatus.
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