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RESUMO

Respostas olfativas de Anthonomus grandis Boheman (Coleoptera:
Curculionidae) aos voléateis do algodoeiro Gossypium hirsutum L.

As respostas comportamentais do bicudo-do-algodoeiro aos compostos
organicos volateis de plantas em fase vegetativa, plantas com botéo floral, botéo floral,
flor, maca e plantas em floracéo do algodoeiro, e a presenca dos semioquimicos que
responsaveis pela interagédo inseto-planta foram investigadas neste trabalho. Todos
os experimentos foram realizados em condic¢des de laboratorio usando insetos criados
em dieta artificial e planta cultivadas em casa de vegetacdo. Bioensaios usando
olfatbmetro em ipsilon demonstraram que machos sdo atraidos pelos volateis das
plantas em fase vegetativa e flores, e as fémeas pelos volateis das flores e plantas
em floracdo. Ambos os sexos do bicudo-do-algodoeiro ndo foram atraidos pelos
volateis de planta com botéo floral, botdo floral e macad. Compostos volateis destes
tratamentos foram coletados por oito horas e analisados por GC-MS, revelando 13
compostos liberados pelas plantas em floracdo e 11 nas flores e plantas em fase
vegetativa. As plantas em suas respectivas fases de desenvolvimento liberam maiores
guantidades de compostos do que as flores. As antenas de machos e fémeas foram
eletrofisiologicamente responsivas aos extratos volateis destes tratamentos,
confirmando o mesmo padréo de resposta observado nos bioensaios de olfatometria.
Os compostos sintéticos p-caryophyllene e cis-3-hexenyl-acetate presentes em
maiores quantidades em plantas em floracdo ndo foram atrativos para as fémeas na
concentragéo utilizada nos bioensaios de olfatometria. Os resultados encontrados
neste trabalho demonstram que machos e fémeas exploram 0os compostos organicos
volateis liberados pelas diferentes fases de desenvolvimento da planta e pelas flores,
aportando assim, com novas evidéncias sobre a interagdo entre A. grandis e seu
principal hospedeiro, G. hirsutum, abrindo a possibilidade de realizar novos estudos
visando a aplicabilidade de estes semioquimicos no monitoramento e controle deste
importante inseto-praga.

Palavras-chave: Ecologia quimica; Semioquimicos; Compostos organicos volateis;
Bicudo-do-algodoeiro



ABSTRACT

Olfactory responses of Anthonomus grandis Boheman (Coleoptera:
Curculionidae) to the volatiles of cotton Gossypium hirsutum L.

The behavioral responses of the cotton boll weevil to the volatile organic
compounds of plants in the vegetative stage, plants with square, squares, flower, boll
and flowering plants of cotton, and the presence of semiochemicals responsible for the
insect-plant interaction were investigated in this work. All experiments were carried out
in laboratory conditions using insects raised in artificial diet and plant grown under
greenhouse conditions. Y-tube olfactometer bioassays showed that male were
attracted by volatiles of plants in vegetative phase and flowers, and the females by
flowers and flowering plants volatiles. Both sexes of the cotton boll weevil were not
attracted by plant with squares, squares and boll volatiles. Volatile compounds of these
treatments were collected for eight hours and analyzed by GC-MS, revealing 13
compounds released by flowering plants and 11 by flowers and plants in the vegetative
stage. Plants in their respective stages of development release larger amounts of
compounds than flowers. Male and female antennae were electrophysiologically
responsive to the volatile extracts of these treatments, confirming the same response
pattern observed in the olfactory bioassays. The synthetic compounds B-caryophyllene
and cis-3-hexenyl-acetate present in larger quantities at flowering plants were not
attractive for females at the concentration used in Y-tube olfactometer bioassays. The
results obtained in this work demonstrate that males and females exploit the volatile
organic compounds released by cotton plant at different development stages and by
the flowers, thus contributing with new evidence about the interaction between A.
grandis and their major host plant, G. hirsutum, which will serve as support for studies
aiming at the applicability of these semiochemicals in the monitoring and control of the
cotton boll weevil.

Keywords: Chemical ecology; Semiochemicals; Volatile organic compounds; Cotton
boll weevil
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1 INTRODUCAO

A localizacdo de uma planta hospedeira é crucial para que um inseto herbivoro
satisfaca suas necessidades nutricionais e encontre locais de oviposicdo adequados
(BRUCE; WADHAMS; WOODCOCK, 2005). Devido a grande diversidade de
hospedeiros no ambiente, ha insetos herbivoros altamente especializados — que se
alimentam de apenas uma, ou de um nuamero limitado de espécies de plantas — e ha
também os generalistas, que se alimentam de uma ampla gama de plantas de
diferentes familias (BERNAYS; CHAPMAN, 1994).

Determinar a presenca e localizar plantas hospedeiras adequadas € uma tarefa
gue requer um sofistcado mecanismo de deteccao (BRUCE; WADHAMS;
WOODCOCK, 2005). Este mecanismo € mediado pela integracdo de diversos
estimulos sensoriais, que agem sobre o sistema nervoso central do inseto, incluindo
pistas quimicas olfativas ou gustativas, e fisicas como a cor, a forma e a textura das
plantas (BRUCE; WADHAMS; WOODCOCK, 2005). Portanto, um inseto herbivoro
deve identificar corretamente os volateis produzidos pelas plantas no ambiente, para
distinguir aqueles produzidos por seus hospedeiros dos ndo hospedeiros
(SCHOONHOVEN; VAN LOON; DICKE, 2005; BRUCE; PICKETT, 2011; BEYAERT;
HILKER, 2014).

Estruturas reprodutivas como flores possuem sinais visuais e olfativos que as
tornam altamente evidentes para os polinizadores, mas isto pode também incrementar
sua atratividade para os herbivoros (ROSE; TUMLINSON, 2004; KNOLHOFF;
HECKEL, 2014). A exploracédo de compostos volateis de flores ja tem sido constatada
para insetos fitéfagos generalistas (BRUCE; CORK, 200l1a; PAN et al., 2015;
ONDIAKA et al., 2016) e especialistas (RIFFELL et al., 2008) para localizacdo de
hospedeiros. Volateis liberados pelos frutos também sdo descritos como atrativos para
insetos fitéfagos (ADDESSO; MCAUSLANE; ALBORN, 2011).

O bicudo-do-algodoeiro, Anthonomus grandis Boheman (Coleoptera:
Curculionidae), uma das principais pragas do algodoeiro, pode ser monitorado usando
armadilhas com o seu feroménio sintético, comercialmente disponivel, constituindo
uma importante estratégia para determinar o momento apropriado de aplicacdo
guimica (FONTES et al., 2006). No entanto, quando o algodoeiro atinge seu estado
reprodutivo, o nimero de insetos capturados nas armadilhas iscadas com o feromonio
€ drasticamente reduzido (RUMMEL; CURRY, 1986).
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Compostos orgéanicos volateis (COVs) de plantas de algodoeiro, como 0s
compostos de folhas verdes, e da planta em estados vegetativo e reprodutivo tém sido
relatados como atraentes para A. grandis (DICKENS et al., 1990; MAGALHAES et al.,
2012, 2016; SILVA et al., 2015). Entretanto, os resultados ndo foram conclusivos
sobre quais sdo as pistas quimicas que o inseto utiliza para localizar seu hospedeiro,
ficando evidente a necessidade de explorar os volateis liberados pelas estruturas
vegetativas e reprodutivas da planta de algodoeiro e com isso abrindo novas
perspectivas para compreender a sincronia da chegada do bicudo ao cultivo.

Assim, este trabalho visou investigar as respostas comportamentais de machos
e fémeas do bicudo-do-algodoeiro, aos compostos organicos volateis das plantas de
algodoeiro nas fases vegetativa e em floracdo, além de suas estruturas reprodutivas,

buscando compreender estas interacgdes.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Interacao inseto-planta mediada por compostos organicos volateis

Em geral, plantas liberam uma quantidade de compostos organicos volateis
(COVs) que influenciam o comportamento dos insetos, como no caso de partes jovens
das plantas que s&o ricas em nutrientes, o que € interessante para os insetos (PARE;
TUMLINSON, 1999). Assim, plantas podem produzir volateis que interferem nas
relacdes ecologicas, tanto dos organismos que os emitem, quanto dos organismos
gue os recebem, mediando assim complexas interacdes troficas (DICKE; VAN LOON,
2000; VAN POECKE; DICKE, 2004).

Para os insetos, a percepcdo de sinais quimicos a longas distancias € de
extrema importancia no processo de localizacdo hospedeira, uma vez que pode
proporcionar informacdes precisas sobre o hospedeiro, como por exemplo, sua
localizacdo, estagio de desenvolvimento e condicéo fisioldgica (BENTO et al., 2008;
BENTO; NARDI, 2009). A eficiéncia em responder a esses sinais € um fator
importante e pode ocorrer em consequéncia desses sinais, porque além de
proporcionar o acesso ao alimento e o suprimento das necessidades nutricionais,
pode favorecer o encontro de um sitio de acasalamento, oviposicdo e sobrevivéncia
para a sua progénie (DICKE, 2000).

Ao longo do processo evolutivo, as plantas desenvolveram a habilidade de
identificar e responder ao ataque de insetos herbivoros, usando varios mecanismos
de defesa e estabelecendo relacbes interespecificas de mutualismo (HANDLEY;
EKBOM; AGREN, 2005; HANLEY et al., 2007; WAR et al., 2012; NEILSON et al.,
2013; HEIL et al., 2014). Na luta das plantas contra herbivoros, as caracteristicas
morfoldgicas como tricomas (ndo-glandulares e glandulares), espinhos e superficies
cerosas podem ser consideradas barreiras de defesa fisica das plantas
(GATEHOUSE, 2002; FIGUEIREDO et al., 2013; HOUTEN et al, 2013).
Caracteristicas quimicas vegetais como a producdo de metabdlitos secundarios ou
proteinas defensivas especializadas (inibidores de proteinase), representam
componentes importantes para sua defesa direta contra herbivoros, provocando acao
repelente, supressora de alimentacdo e oviposicdo ou redutora de digestibilidade

(DICKE, 1994). Essas caracteristicas morfoloégicas e quimicas sdo consideradas
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defesas constitutivas ou “estaticas” das plantas (HARBORNE, 1994; KARBAN;
BALDWIN, 1997; GATEHOUSE, 2002; WITTSTOCK; GERSHENZON, 2002).

Outro tipo de defesa das plantas sdo as defesas induzidas, as quais sao
ativadas ap0s o ataque de insetos, provocados por elicitores presentes nas secrecdes
orais e/ou fluido de oviposicdo de herbivoros (HARBORNE, 1994; KARBAN;
BALDWIN, 1997; GATEHOUSE, 2002; WITTSTOCK; GERSHENZON, 2002). As
defesas induzidas além de estarem envolvidas na atragdo de inimigos naturais
(predadores e parasitoides) de herbivoros que atacam as plantas, como por exemplo,
a producao de COVs e volateis de plantas induzidos pela herbivoria (VPIHS) (PRICE
et al., 1980; VET; DICKE, 1992; DE MORAES et al., 1998; HARE, 2011; PENAFLOR
et al., 2011; PENAFLOR; BENTO, 2013; HEIL, 2014; ERB et al., 2015; GISH;
MORAES; MESCHER, 2015) ou atraindo outros insetos fitdfagos (MAGALHAES et
al., 2012).

No entanto, ao longo do tempo alguns insetos passaram por adaptacdes que
lhes permitiram ultrapassar tais barreiras e explorar aqueles compostos,
incrementando seu sucesso adaptativo (RHOADES, 1979). Nesse contexto, o
reconhecimento dos volateis de plantas constitutivos ou induzidos, dependendo das
interacdes envolvidas e dos sinais disponiveis no ambiente, é significativamente
importante, pois pode evitar o contato com plantas ndo adequadas para suas
exigéncias e assim determinar o sucesso da busca hospedeira (BENTO; NARDI,
2009). Insetos herbivoros podem identificar os sinais quimicos da planta hospedeira
por meio dos compostos isolados ou em mistura ou em proporgdes particulares de
diferentes compostos comuns.

Orgéos reprodutivos como flores apresentam sinais visuais e olfativas que as
tornam altamente evidente para insetos polinizadores, mas isto pode também
incrementar sua atratividade para os herbivoros (ROSE; TUMLINSON, 2004;
KNOLHOFF; HECKEL, 2014). Bruce e Cork (2001b) observaram por meio de
bioensaios de GC-EAG e tunel de vento, que os compostos benzaldehyde, (S)-(-)-
limonene, (R,S)-(x)-linalool, (E)-myroxide, (Z2)-B-ocimene, phenylacetaldehyde, and
(R)-(-)-piperitonedas, presentes nas flores de Tagetes erecta L. (Asteraceae), séo
atrativos para as fémeas de Helicoverpa armigera Hubner (Lepidoptera: Noctuidae).
Esta planta tem sido utilizada com sucesso como cultura armadilha. Silveira et al.

(2009) constataram que esta espécie aumenta a riqueza e diversidade de artropodes,
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bem como incrementa o nimero de inimigos naturais, resultando em menor presenca
de insetos fitofagos no plantio organico da cebola.

Machos e fémeas de Apolygus lucorum (Meyer-Dur) (Hemiptera: Miridae), uma
importante praga do algodoeiro e de arvores frutiferas na China, preferem os volateis
de plantas em floragéo do que as plantas em fase vegetativa de 18 hospedeiros (PAN
et al., 2015). Experimentos de olfatbmetro determinaram que Anthonomus eugenii
Cano (Coleoptera: Curculionidae) é fortemente atraido pelos volateis de plantas de
pimenta em floracéo e frutificacdo danificados pela herviboria de seus co-especificos
(ADDESSO; MCAUSLANE; ALBORN, 2011).

Os insetos frugivoros como Cydia pomonella L. (Lepidoptera: Tortricidae),
Ceratitis capitata (Wiedemann) (Diptera: Tephritidae) e Anastrepha obliqua (Macquart)
(Diptera: Tephritidae) séo atraidos pelos COVs emitidos pelos frutos maduros de seus
hospedeiros (VALLAT; DORN, 2005; PAPADOPOULOS et al., 2006; MALO et al.,
2012).

Apesar da grande quantidade de compostos volateis constitutivos ou induzidos
pela herviboria liberados pelas plantas e usados pelos insetos para localizar,
identificar e aceitar algum hospedeiro, ainda € dificil associar compostos individuais
com atividade para polinizadores, herbivoros ou inimigos naturais (CLAVIJO
MCCORMICK; GERSHENZON; UNSICKER, 2014). Enquanto uma amostra de
volateis de plantas pode conter mais de 200 compostos, registros comportamentais e
eletrofisiologicos com antenas de insetos mostraram que apenas uma parte é
detectado pelo inseto (BRUCE; WADHAMS; WOODCOCK, 2005; PAN et al., 2015).
Frequentemente, 0s compostos relevantes para 0 inseto incluem componentes
minoritarios do perfil de volateis. Experimentos em que insetos foram expostos a
volateis de plantas isoladamente e em combinacdo revelaram que respostas de
comportamento mais fortes sdo obtidas com misturas ou combinacgdes de substancias
volateis apropriadas do que com compostos individuais (BRUCE; PICKETT, 2011).

Volateis da batata foram atrativos para Leptinotarsa decemlineata (Say)
(Coleoptera: Chrysomelidae), porém, quando testados individualmente nenhum dos
componentes ((E)-3-hexen-1-ol, (Z)-2-hexen-1-ol, (E)-2- hexen-1-ol e (E)-2-hexenal)
foi atrativo para o inseto (VISSER; AVE, 1978). Por outro lado, respostas
comportamentais opostas podem ocorrer quando 0s compostos sdo testados

individualmente. Webster et al. (2010) observaram que 10 dos 15 compostos volateis
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de Vivia faba L. provocaram respostas comportamentais negativas em Aphis fabae
Scop. (Hemiptera: Aphididae), sugerindo efeito repelente.

Muitas vezes, certos compostos numa mistura de volateis de plantas utilizados
para o reconhecimento do hospedeiro sdo mais importantes do que outros, e omiti-los
de uma mistura resulta numa reducdo substancial da atividade, enquanto outros
menos importantes podem ser omitidos sem qualquer perda significativa no nivel de
atracdo provocada (BRUCE; PICKETT, 2011).

Compostos como o0s isotiocianatos, carateristicos de Brassicaceae, estao
tipicamente presentes em pequenas quantidades no perfil de volateis de plantas
sadias. Em Ceutorhynchus assimilis Payk. (Coleoptera: Curculionidae) estes
compostos provocaram respostas antenais muito mais elevadas do que a maioria dos
volateis de folhas verdes e terpenos testados nas antenas deste inseto (EVANS;
ALLEN-WILLIAMS, 1992).

Os volateis de plantas também podem influenciar a recepcdo e emissao dos
feromonios pelos insetos; consequentemente, a acdo conjunta desses semioquimicos
volateis produzem uma resposta comportamental diferenciada daquela
desencadeada por componentes isolados (DICKE, 2000; REDDY; GUERRERO,
2004).

Dentre os semioquimicos, os feromdnios tém sido integrados as técnicas
tradicionais de controle e usados frequentemente no monitoramento e controle de
centenas de insetos-praga de importancia agricola (RIDGWAY; INSCOE;
DICKERSON, 1990). No entanto, um dos principais desafios na pesquisa de
ferombnios € a maneira pela qual os comportamentos estimulados por este
semioquimico intraespecifico sdo observados e analisados (BORGES; ALDRICH,
2001). Sem a compreensédo completa e precisa do comportamento, a aplicacao pratica
de feromdnios nunca podera ser totalmente realizada.

De modo geral, os feromoénios de agregacéo estdo entre 0os mais importantes
sinais para a busca hospedeira de herbivoros, devido a que estdo associados a
localizac&o de sitios de alimentacdo, acasalamento e oviposicdo (LANDOLT, 1997,
LANDOLT; PHILLIPS, 1997). Rhynchophorus palmarum L. (Coleoptera:
Curculionidae), por exemplo, sdo estimulados a liberar ferombnios de agregacao
somente quando entram em contato com sua planta hospedeira, Elaeis guineenses
(Jacq.) (Arecaceae) (JAFFE et al., 1993). Em espécies de Scolytinae, o feroménio de

agregacdo € liberado nas fezes apds a alimentacdo da planta hospedeira
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(SILVERSTEIN; RODIN; WOOD, 1966). Em outras espécies, o ferombénio de
agregacao e de volateis induzidos de plantas incrementa as possibilidades de sucesso
na localizacdo hospedeira por herbivoros (RUTHER et al., 2000; MAGALHAES et al.,
2016).

Aumento na atratividade de machos e fémeas em resposta a acao conjunta de
volateis induzidos do algodoeiro e do feromoénio de agregacao, foi constatada em A.
grandis (DICKENS, 1989). Em Melolontha melolontha L. (Coleoptera: Scarabaeidae),
também foi evidenciado aumento da atratividade produzida pela associacdo do
feromonio de agregacéo e de volateis induzidos das plantas (REINECKE; RUTHER,;
HILKER, 2002). Em estudos realizados por Ruther et al. (2000, 2001), foi observado
gue machos do besouro M. hippocastani Fab. (Coleoptera: Scarabaeidae) séo
atraidos por volateis induzidos em plantas por danos mecanicos e por herbivoria.
Nesta espécie, a atracdo pelos volateis da planta induzidos por alimentacdo de
fémeas da mesma espécie é parte do processo de encontro dos insetos para
acasalamento. Esse incremento da atratividade de co-especificos pode ser
adaptativamente vantajoso para os herbivoros, uma vez que aumenta a eficiéncia
para localizacdo do alimento e do encontro de individuos do sexo oposto, reduzindo
o dispéndio de recursos energéticos para tais atividades (BENTO; NARDI, 2009).

A utilizacdo de volateis de plantas no manejo integrado de pragas € uma
estratégia adicional e ecologicamente sustentavel no controle de pragas. Essa técnica
envolve a possibilidade de utilizacdo de iscas como atraentes de organismos
benéficos, e a manipulacdo dos processos bioquimicos que induzem e regulam as
defesas em plantas (ARAB; BENTO, 2006).

2.2 O bicudo-do-algodoeiro

Anthonomus grandis Boheman, 1843 (Coleoptera: Curculionidae) conhecido
como bicudo-do-algodoeiro é considerado a maior praga da cotonicultura brasileira
(RAMALHO; GONZAGA, 1991; RAMALHO; SILVA, 1993; LIMA Jr et al., 2013). A tribo
Anthonomini subfamilia Curculioninae a qual pertence o bicudo-do-algodoeiro, € uma
das mais diversas e complexas da familia Curculionidae, agrupando mais de 800
espécies descritas com 43 géneros, 24 dos quais sao da América (ALONSO-
ZARAZAGA; LYAL, 1999). O bicudo-do-algodoeiro chega a causar até 75% de perdas
na producéo total de fibras da cultura (AZAMBUJA; DEGRANDE, 2014), e por isso 0
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Departamento de Sanidade Vegetal do Ministério da Agricultura Pecuéaria e
Abastecimento incluiu o bicudo dentro das oito pragas de maior risco fitossanitario das
principais culturas agricolas nacionais (DEPARTAMENTO DE SANIDADE VEGETAL,
2015). Esse inseto € uma praga introduzida no Brasil, constatado pela primeira vez
em fevereiro de 1983 em algodoais de Sorocaba e Campinas no estado de S&o Paulo,
proximos ao aeroporto de Viracopos (NAKANO, 1983). Nessa regido o bicudo foi
encontrado em altas densidades populacionais, danificando botdes florais e atingindo
niveis de aproximadamente 90% de infestacdo (HABIB; FERNANDES, 1983), em 30
anos a praga se disseminou com sucesso em diversas regides do pais sendo entao
descrito como a principal praga do algodoeiro (PAULA et al., 2013).

O inseto possui metamorfose do tipo holometabola, que inclui as fases de ovo,
larva, pupa e adulto (Figura 1A-C) (ALMEIDA; SILVA; RAMALHO, 2008). Os ovos séao
brilhantes e medem cerca de 0,8 mm de comprimento por 0,5 mm de largura,
depositados pela fémea, preferencialmente nos botdes florais e macés, em nimero
de 7 a 11 por dia, podendo chegar em condicdes favoraveis a 400 ovos. A incubacao
varia de 3 a 4 dias quando entdo eclodem as larvas, as quais séao de coloracéo branca,
apodas e se alimentam no interior das macas e botdes florais. As larvas passam por
trés instares com duracdo de sete a 12 dias, dependendo da temperatura.
Transcorrido esse periodo, inicia-se a fase de pupa, de tipo livre, na qual podem ser
visualizados o rostro e outros apéndices ligados ao corpo através de uma membrana
transparente. De trés a cinco dias apés o periodo pupal emergem os adultos, que
medem em média 7 mm, variando entre 4 e 9 mm. Os adultos possuem longevidade
de 20 a 40 dias (BRAGA-SOBRINHO; LUKEFAHR, 1983; GABRIEL et al., 1986),
podendo as fémeas e machos sobreviver em gaiolas de campo por 81 e 82 dias,
respectivamente, ap0s o aparecimento dos primeiros botdes florais (FENTON;
DUNNAM, 1929), e quando coletados em magéas podem ultrapassar os 115 dias de
longevidade (CHANDLER; WRIGHT, 1991). Os adultos s&o ativos das 6 h as 18 h,
tendo pico de atividade das 9 as 12h (BRAGA-SOBRINHO; LUKEFAHR, 1983;
AQUINO et al., 1986) e os seus danos sao constatados principalmente nos botdes

florais através de orificios deixados pelos insetos depois da alimentacao e oviposi¢ao.



19

Fotos: http://www.utcrops.com/cotton/cotton_insects/pests/boll_weevil.htm

Figura 1 - Fases de desenvolvimento do bicudo-do-algodoeiro
Anthonomus grandis. A) ovos (seta vermelha indica o
lugar de oviposicéo no botédo); B) larva; C) pupa; D) adulto.

A presencga do bicudo na lavoura pode ser reconhecida pela constancia de
botdes florais com orificios provocados pela alimentacao e oviposicao. As fémeas do
bicudo ndo discriminam botdes previamente ovipositados e 0 aumento do nivel de

infestacdo resulta no aumento do numero de orificios de oviposicdo/botdo e,
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eventualmente, na emergéncia de mais de um adulto/botdo (SOARES; YAMAMOTO,
1993).

O grande potencial de destruicdo do bicudo deve-se a sua alta capacidade
reprodutiva, a qual permite a coexisténcia de varias gerac¢des do inseto em um anico
ciclo da cultura, ao expressivo dano por individuo, grande capacidade de proliferacédo
e disseminacdo no campo (BRAGA-SOBRINHO; LUKEFAHR, 1983; BRUGNERA,
2009). Em apenas um ciclo, o inseto € capaz de produzir até 9,6 geracdes (LLOYD;
LASTER; MERKL, 1964), o que pode significar uma populacédo de 500 mil individuos
no final da seguinte safra a partir de uma populacgéao inicial de 50 bicudos que entram
em diapausa, denotando a eficiéncia reprodutiva desse inseto (BRAGA-SOBRINHO;
LUKEFAHR, 1983).

O bicudo-do-algodoeiro € uma praga de dificil controle, e no Brasil o seu
controle é realizado principalmente mediante o uso intensivo de inseticidas sintéticos,
requerendo uma média de 17 pulverizacdes por ciclo de cultivo (ALMEIDA; SILVA;
RAMALHO, 2008), sendo a eficacia reduzida devido ao desenvolvimento das fases
imaturas do inseto dentro dos botdes florais e macéas (LIMA Jr. et al., 2013). Outras
estratégias de controle incluem métodos culturais, legislativos e comportamentais
(FONSECA et al., 2011).

O ferombnio do bicudo, classificado como de agregacao por atrair ambos 0s
sexos é produzido pelos machos (TUMLINSON et al., 1969) e a formulacé&o sintética
(grandlure) € amplamente utilizada para monitorar e determinar o tempo certo de
aplicacdo de algum método de controle, principalmente quimico (RODRIGUES;
MIRANDA, 2015). A utilizagédo de tubos-mata-bicudo (TMB®) junto com o feroménio
sintético tem sido eficientes para controlar o bicudo em pequenas areas (MIRANDA,;
DA SILVA, 2005). O uso de desfolhantes com inseticidas e a eliminacéo de restos da
cultura e plantas voluntarias sdo importantes métodos culturais para reduzir a
populacdo de insetos que sobrevivera durante a entressafra (TORRES et al., 2015).

Outra vantagem ecoldgica que apresenta o bicudo-do-algodoeiro e que
contribui a dificil tarefa do seu controle é a capacidade de se alimentar de plantas das
familias Lamiaceae, Myrtaceae, Rutaceae, Solanaceae, Malvaceae, o que lhe permite
sobreviver durante entressafra de cultivos do algodoeiro (MACEDO et al., 2015;
PIMENTA et al., 2016).

Devido a importancia e a ameaca do bicudo-do-algodoeiro para cotonicultura

mundial, paises como EUA, México e Brasil tem implementado programas de
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erradicacdo do inseto, fundamentado nas estratégias do manejo integrado de pragas
(SMITH, 1998; ALLEN, 2008; LIMA Jr. et al., 2013). No estado de Goias o programa
para supressao em grande escala mostrou-se eficiente em suprimir as populagdes do
bicudo e com beneficios econémicos e ambientais a longo prazo (LIMA Jr. et al.,
2013).

2.3 Interacdo Anthonomus grandis-algodoeiro

A preferéncia do bicudo pelas plantas do algodoeiro ja despertava o interesse
de agrbnomos e entomologistas no inicio do século XX para compreender e melhor
entender o alto grau de especificidade deste inseto e 0s mecanismos envolvidos na
atracao pelo seu principal hospedeiro (MCINDOO, 1926).

Experimentos de laboratério e campo demonstraram que a cor e substancias
organicas volateis extraidas de mudas de algodoeiro, botdes florais e macas recém
formadas sé@o importantes estimulos que afetam a selecdo hospedeira de bicudo-do-
algodoeiro (KELLER et al., 1963; NEFF; VANDERZANT, 1963; HOLLINGSWORTH;
WRIGHT; LINDQUIST, 1964; TUMLINSON et al., 1969; THOMPSON et al., 1970;
HEDIN, 1976; MCKIBBEN et al., 1977).

Testes de campo também demonstraram uma significativa maior atracao de A.
grandis pelas plantas em fase de frutificacdo (PARENCIA; DAVIS; COWAN, 1964;
MITCHELL; TAFT, 1966). O alto grau de especificidade do bicudo-do-algodoeiro, que
prefere se alimentar e reproduzir em botbes florais de algodoeiros é outra
caracteristica importante da familia Curculionidae (CROSS, 1983).

Testando extrato de 6leo do algodoeiro obtido de plantas com trés folhas
verdadeiras, McKibben et al. (1977) observaram que os machos foram atraidos pelo
extrato, mas ndo as fémeas, chegando a sugerir que os volateis contidos no extrato
poderiam ter um efeito de repeléncia nas fémeas.

De acordo com Tumlinson et al. (1969), Hardee et al. (1969) e Dickens (1986)
sdo os machos de A. grandis os responsaveis pela busca do hospedeiro apropriado.
Com o aparecimento dos primeiros botdes florais comeca também a migracado dos
bicudos para o algodoal (SMITH; CLEVELAND; CLARK, 1965; WHITE; RUMMEL,
1978; RUMMEL; CURRY, 1986). Os primeiros machos colonizadores se alimentam
das estruturas reprodutivas da planta, para depois comecar a produzir o feromoénio de

agregacdo o qual é liberado com as fezes (HARDEE, 1970) e atrair seus co-
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especificos, as fémeas (CROSS; MITCHELL, 1966; TUMLINSON et al., 1969; WHITE;
RUMMEL, 1978; DICKENS, 1984; BARTELT, 1999). Assim, a fenologia do algodoeiro
€ um dos fatores que mais influencia a dindmica populacional do bicudo (WHITE;
RUMMEL, 1978; MAGALHAES et al., 2016).

Os compostos volateis produzidos pelo algodoeiro poderiam estar envolvidos
na atracdo do bicudo (DICKENS, 1989), que prefere os volateis emitidos por plantas
danificadas pela herbivoria aos emitidos por plantas sadias (SILVA et al., 2015)
possivelmente regulando a chegada dos seus co-especificos pelo efeito sinérgico do
feromdnio de agregacao e os compostos volateis liberados pela planta de algodoeiro
(DICKENS, 1989; DICKENS et al., 1990).

O p-bisabolol é um dos primeiros compostos que demonstrou ser altamente
atrativo para adultos do bicudo-do-algodoeiro, sendo observado em grandes
quantidades em extratos de botdes florais, flores e magéas do algodoeiro (MINYARD
et al., 1969; THOMPSON et al., 1971).

Insetos da subfamilia Anthonominae (Curculionidade) como A. eugenii Cano,
A. musculus Cano, A. rubi Herbst e A. pomorum L., respondem aos VOCs constitutivos
e induzidos dos seus hospedeiros (KALINOVA et al., 2000; BICHAO et al., 2005;
ADDESSO; MCAUSLANE, 2009; SZENDREI et al., 2009; ADDESSO; MCAUSLANE;
ALBORN, 2011; WIBE et al.,, 2014). No caso da espécie A. grandis, 0os adultos,
aparentemente, sao atraidos por volateis de folhas verdes de plantas de algodoeiro
(DICKENS et al., 1990), sadias e induzidas pela herbivoria, preferindo a mistura dos
volateis emitidos pelas plantas em estado reprodutivo em detrimento ao vegetativo.
Neste caso, a principal diferenca no perfil quimico entre plantas da variedade Delta
Opal foram os monoterpenos aciclicos, (E)-4,8-dimetil-1,3,7-nonatrieno (DMNT) e
(E,E)-4,8,12-trimetiltrideca-1,3,7,11-tetraene (TMTT), com maiores quantidades
sendo liberados no estado vegetativo. Porém, os compostos usados pelo bicudo-do-
algodoeiro para diferenciar o estado fenolégico especifico da planta, até o momento,
n&o foram elucidados (MAGALHAES et al., 2012). Ambos os sexos de A. grandis
responderam eletrofisiologicamente aos monoterpenos aciclicos DMNT e TMTT e ao
seus respectivos compostos sintéticos. Contudo, quando estes compostos foram
testados em bioensaio de olfatometria ndo foram encontrados resultados
consistentes, sendo incerta a influéncia destes monoterpenos na localizacdo do
hospedeiro pelo bicudo (MAGALHAES et al., 2016).
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3 MATERIAL E METODOS

Todos os experimentos, bem como a criagdo de insetos e cultivos de plantas
foram conduzidos no Laboratério de Ecologia Quimica e Comportamento de Insetos

do Departamento de Entomologia e Acarologia da ESALQ/USP.

3.1 Criacao de A. grandis

A criagdo de A. grandis foi iniciada com ovos, pupas e adultos provenientes do
Laboratério de Entomologia da Bayer em Paulinia, SP. Os adultos foram mantidos em
gaiolas plasticas (10 x 18,5 x 29,5 cm) com fundo e tampa telados (Figura 2A). Os
ovos, larvas, pupas e adultos obtidos foram mantidos em salas climatizadas com
temperatura de 271 °C, umidade relativa de 65£10% e fotofase de 14 h. Larvas e
adultos foram alimentados com dieta artificial (Figura 2B) elaborada com agar 28 g,
gérmen de trigo 60 g, levedura de cerveja 60 g, proteina de soja 100 g, sacorose 60
g, Pharmamedia® 40 g (ADM, Chicago lllinois, USA), sais de Wesson 10 g (21%
CaCO0s4, 0,039% Cu2S04, 9% MgSO4, 0,009% K2S04, 12% KCI, 31% KH2PO4, 0,057%
NaF, 14,9% CasPO, 1,47% FePOa4, 0,02% MnSO4, 0,009% Al2 (SOa4)3, 0,005 KI, 10,5%
NacCl), acido ascérbico 20 g, acido sorbico 2,4 g, Parahidroxibenzoato de metilo 2 g
(nipagin), solucao vitaminica 10 mL (niaciamida 1 g, pantotenato de célcio 1 g,
riboflavina 0,5 g, tiamina 0,25 g, piridoxina 0,25g, acido félico 0,25 g, biotina 0,02 mL,
vitamina Bi12 1 g diluido em 1000 mL de 4gua destilada) e 1,5 L de 4gua destilada. A
criacdo e manutencao da colonia foi mantida de acordo com a metodologia descrita
por Schmmidt et al. (2001).

Em todos os experimentos foram utilizados insetos adultos virgens com 5+1 dia
de idade, considerando a maturacao fisiologica do seu sistema olfativo (DICKENS;
MOORMAN, 1990). Os adultos recém emergidos foram separados por sexo
(SAPPINGTON; SPURGEON, 2000) (Figura 2C-D), mantidos em recipientes plasticos
de 250 mL em grupos de 30 individuos, e alimentados com dieta artificial. Antes de

cada bioensaio, os insetos foram privados de alimento por 24 h.
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Figura 2 - Técnica de criacéo e diferenciacdo dos sexos. A) Adultos de Anthonomus
grandis mantidos em gaiola de criacdo; B) Larvas do bicudo em dieta
artificial (B); Detalhe do ultimo tergito do macho (C) e fémea (D) usado para
identificacdo dos sexos.

3.2 Material vegetal

Sementes de algoddo da variedade FiberMax® FM993 da Bayer foram
plantadas em vasos de plastico de 15 cm de altura, com diametro externo de 20 cm
na parte superior e 13 cm na parte inferior, preenchidos com uma mistura de solo e
substrato (Basaplant®), na propor¢do de 3:1, previamente esterilizado em autoclave.
As plantas foram mantidas em casa de vegetacdo, com temperatura de 26+12 °C,
umidade relativa de 60x10%, luz ambiente e irrigadas quando necessario. No
momento da semeadura foi aplicado 9,4 g por vaso por planta de fertilizante formulado
na proporcao de 4-14-8 (nitrogénio, fosforo e potassio), da empresa Heringer. A cada
quinze dias as plantas foram adubadas com 1,8 g por vaso do fertilizante Greenleaf®,

da empresa Biolchim, diluidos em 125 mL de agua.
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3.3 Comportamento de adultos de A. grandis aos voléateis do algodoeiro

As respostas olfativas de machos e fémeas de A. grandis aos volateis emitidos
por plantas do algodoeiro em fase vegetativa e reprodutiva e de diferentes estruturas
reprodutivas foram avaliadas utilizando um olfatdmetro de vidro do tipo “Y’ com 3 cm
de diametro interno, com tubo principal de 20 cm e os bracos com 15 cm de
comprimento, formando um angulo de 120° entre eles (Figura 3A).

As partes da planta testadas foram isoladas por meio de sacos plasticos de
diferentes tamanhos confeccionados de Politereftalato de etileno (PET) (Qualita®,
Brasil) (Figura 3B). Os sacos foram elaborados a partir de uma seladora de plastico
convencional (modelo SP 400TE G2, Sulpack®, Brasil) (Figura 3C).

A

g
k L

Figura 3 — Materiais utilizados nos bioensaios com Anthonomus grandis e para coleta
de volateis de plantas. A) Olfatbmetro de vidro do tipo ‘Y’; B)
Politereftalato de etileno (PET) (Qualitad®) utilizado para isolar partes da
planta de algodoeiro; C) seladora de plastico para o acabamento dos
sacos PET.

Os sacos foram cuidadosamente amarrados com fita teflon a fim de evitar
danos fisicos que poderiam induzir a producdo de volateis na planta de algodoeiro.
Em uma das extremidades do saco PET foi colocado um pequeno filtro de carvao
ativado acoplado a uma mangueira de teflon pela qual entrou o ar purificado e
umidificado pelo sistema de controle de ar (Air Delivery System - Analytical Research

Systems®, Gainesville-FL, EUA) (Figura 4A), e na outra extremidade do saco, uma
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mangueira de teflon foi conectada a um dos bracos do olfatdmetro a fim de direcionar
os volateis liberados pela planta para o olfatdmetro.

Um fluxo constante de ar purificado fornecido pelo ARS carregando os volateis
da estrutura vegetal ensacada, foi calibrado a uma taxa de 0,6 L-min! para cada um
dos bracos do olfatbmetro. Para garantir a passagem dos volateis dentro do
olfatbmetro, um fluxo de 0,4 L-min! foi usado com ajuda de uma bomba de vacuo
Tecnal® (TE-0582, 85W) (Figura 4B).

A

Figura 4 — Equipamentos utilizados na coleta de volateis e nos bioensaios com
Anthonomus grandis. A) Sistema de controle de ar (ARS) para conducéo
dos volateis da planta de algodoeiro para o olfatdmetro Y’; B) bomba de
vacuo utilizada para garantir a passagem dos volateis dentro do
olfatbmetro; C) adulto de A. grandis, na &rea de liberagcdo do braco
principal do olfatbmetro.

Um uanico inseto adulto, macho ou fémea, foi introduzido na area de liberacéo
do braco principal do olfatdmetro, permitindo-lhe 5 min para adaptacéao (Figura 4C). O
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inseto foi observado durante 10 min, apds cruzar a linha demarcada na area de
liberacéo. Foi considerado como escolha por um dos tratamentos quando o inseto
permaneceu por pelo menos 1 min na se¢édo terminal do brago do olfatdmetro,
identificada por uma linha tracejada a 5 cm da entrada do ar. Os insetos que néao
sairam da &rea de liberacdo apds 5 min, e aqueles que ndo escolheram nenhum dos
tratamentos durante o tempo de avaliacdo foram descartados da analise estatistica.
Os bioensaios foram realizados até se obter pelo menos 50 respostas de ambos
Sexos.

As fases fenoldgicas e as estruturas vegetativas e reprodutivas do algodoeiro
testadas foram: (i) plantas em fase vegetativa, (ii) planta com botéo floral, (iii) bot&o
floral, (iv) flores, (v) macéas e (vi) plantas em florac&o (Figura 5A-F). Como controle foi
utilizado ar limpo. Foram utilizados botdes florais com 9-10 mm e magas com 10-15
mm de didmetro, considerando-se ser o tamanho mais adequado para oviposicao e
alimentagcdo de A. grandis (GREENBERG et al., 2004). Todos os insetos foram
utilizados uma Unica vez, e a cada cinco repeticdes os olfatbmetros e as plantas e/ou
estruturas vegetativas e reprodutivas utilizadas foram trocados. Para evitar a
influéncia da posicao na resposta observada, apds cada repeticdo o olfatbmetro foi
girado.

Todos os testes foram realizados em salas climatizadas com temperatura de
2711 °C, umidade relativa de 65£10%, e sempre entre as 09h00 e 17h00, considerado
0 periodo de maior atividade do inseto (BRAGA-SOBRINHO; LUKEFAHR, 1983;
AQUINO et al., 1986). Durante os bioensaios, um suporte contendo lampadas led
Philips® (Green Power TLED 18 W MB 220-240 V 50/60 Hz) fornecendo uma
intensidade luminosa de 2000 lux foi colocado sobre o olfatbmetro a uma altura de
0,70 m.
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Figura 5 - Plantas e estruturas reprodutivas do algodoeiro avaliadas em bioensaios
de olfatometria para Anthonomus grandis. A) planta em fase vegetativa,
B) botéo floral; C) flor; D) macgé; E) planta em floracao. (Obs.: as estruturas
B, C e D nédo foram destacadas nas plantas para os bioensaios — vide
metodologia).

3.4 Extracdo de compostos volateis de plantas e estruturas do algodoeiro

Plantas e estruturas reprodutivas do algodoeiro que apresentaram diferencas
significativas no bioensaio de comportamento foram aeradas por meio do sistema
push-pull (THOLL et al., 2006) (Figura 6A-B). Foram usados sacos de tamanhos
adequados para cada estrutura vegetal confeccionados de PET (item 3.3), que € livre
de quantidades detectaveis de compostos volateis (KIGATHI et al., 2009).
Previamente a sua utilizacdo, o material plastico foi limpo seguindo-se uma
metodologia adaptada de Stewart-Jones e Poppy (2006). Antes de selar, o interior dos
sacos PET foram limpos com hexano, levados a estufa a 160 °C por 2 h, e logo apés,
preenchidos com ar limpo 3 vezes para remover qualquer residuo de contaminante.
Um fluxo de ar de 0,3 L-min! para plantas em fase vegetativa e em floracéo, e 0,1
L-min-! para flores, foi empurrado para o interior do saco plastico por meio do sistema

de controle de ar (ARS). O ar do interior foi puxado com uma bomba de vacuo a uma
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taxa de 0,1 L-minte 0,05 L-min'! para plantas em fase vegetativa e em floracédo e
flores do algodoeiro, respectivamente. Seis plantas e/ou flores foram aeradas por 8 h,
entre as 09h00 e 17h00, considerando o periodo de maior atividade de A. grandis
(BRAGA-SOBRINHO; LUKEFAHR, 1983; AQUINO et al., 1986).

Os volateis foram coletados em um filtro com 30 mg de polimero absorvente
HayeSep® (80-100 mesh) (Supelco, Bellefonte, PA, USA). Os filtros foram eluidos com

200 pL de hexano e imediatamente armazenado a -30 °C até seu uso.

Figura 6 - Plantas de algodoeiro ensacadas e sendo aeradas. A) plantas em fase
vegetativa; B) flor.

3.5 Identificacdo dos compostos volateis

Para cada amostra dos extratos obtidos na aerac¢do foram adicionados 2 pL de
nonil acetato (como solucéo de Padréo Interno a 10 ng.uLt) e concentrada a 40 L
usando um fluxo leve de nitrogénio. Uma aliquota de 2 yL de cada amostra foi
analisada no modo “splitless” em cromatografo a gas acoplado a um detector por
ionizacdo de chama (GC-FID) Shimadzu GC-2010 (Shimadzu Corp., Kyoto, Japan),
contendo uma coluna capilar Rtx-1 (Restek, Bellefonte, PA, EUA; 30 m x 0,25 mm D.I.
x 0,25 pm), usando hélio como gas de arraste (Figura 7A). A temperatura inicial do
programa foi de 40 °C mantido por 5 min, com aumento de 7 °C-min* até 250 °C
mantido por 10 min. Os perfis cromatograficos obtidos foram avaliados e comparados

entre si para a deteccao das possiveis diferencas qualitativas e quantitativas entre os
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compostos. Os volateis detectados foram quantificados comparando a &rea dos picos
com o Padrao Interno (D’ALESSANDRO; TURLINGS, 2005).

Para identificacdo dos compostos, uma aliquota de 2 puL de cada amostra foi
injetada no modo “splitless” em um cromatégrafo a gas (Shimadzu GC-2010 Plus)
acoplado a um espectrémetro de massas (GC-MS-QP2010 Ultra, Shimadzu Corp.,
Kyoto, Japan) equipado com uma coluna Rtx-1MS (Restek, Bellefonte, PA, EUA; 30
m X 0,25 mm D.l. x 0,25 pm) usando hélio como gas de arraste (Figura 7B). O

programa de temperatura utilizado foi o mesmo descrito no paragrafo anterior.

I

Figura 7 - Equipamentos utilizados para analises quimicas dos volateis de plantas e
estruturas reprodutivas do algodoeiro. A) Cromatégrafo a gas acoplado a
um detector por ionizacdo de chama (GC-FID); B) Cromatégrafo a gas
acoplado a um espectrémetro de massas (GC-MS).

Os compostos foram identificados comparando-se 0s espectros de cada pico
com os da biblioteca da ‘National Institute of Standards and Technology’ (NIST) e
mediante o célculo do indice de retengdo com programacdao linear de temperatura
(Linear Temperature Programmed Retention Indexes, LTPRI) (Van den DOOL,;
KRATZ, 1963), por meio do tempo de retencdo do composto de interesse e a sua
relacdo com o tempo de retencdo dos padrbes de referéncia (n-alcanos C7-C30)
guando submetidos as mesmas condi¢des de analise. A equacao de Van den Dool e
Kratz é descrita a seguir:

t t
IR =100n + 100 =X2—2

n+1 tn
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Onde:

IR = indice de retencéo;

n = namero do hidrocarboneto de referéncia

tx = Tempo de retencdo do composto de interesse;

tn = Tempo de retencado do hidrocarboneto de referéncia eluido imediatamente antes
do composto de interesse;

tn+1 = Tempo de retengédo do hidrocarboneto de referéncia eluido imediatamente

depois do composto de interesse

3.6 Respostas eletrofisiolégicas de A. grandis aos volateis do algodoeiro

Os registros eletroantenograficos (EAG) foram realizados com os instrumentos
EAG Syntech (Ockenfels Syntech GmbH, GER), compostos por um controlador de
aquisicao de dados de interface (IDAC-2), um controlador de estimulo (CS-55) e uma
sonda de terminacdo Unica universal. Uma antena excisada, cortada nos extremos
(para garantir um bom contato) foi montada em um suporte do eletrodo com fio de
tungsténio usando gel condutor de eletricidade (Spectra 360, Parker Lab. Inc., Orange,
NJ, USA), sendo colocado o flagelo no eletrodo de referéncia e o escapo no eletrodo
de gravacgéo. O suporte de eletrodo, inserido na sonda foi acoplado a um Joystick
Micromanipulador (MN-151, Narishige International, NY, USA (Figura 8A-C).

Como estimulos foram usados 5 pL dos extratos da planta de algodoeiro na
fase vegetativa, flor, planta com flor, hexano (controle positivo), e ar limpo (controle
negativo), coletados como descrito no item 3.4. Os estimulos foram aplicados em
papel filtro (0,5 x 1,0 cm), permitindo a evaporacao por 30 s antes de serem inseridos
numa pipeta Pasteur descartavel de 15 cm de comprimento. A ponta da pipeta foi
introduzida no tubo de fluxo de ar principal, no qual uma corrente de ar umedecido
(0,1 L-minY) fluia continuamente em direcdo a antena. Os estimulos foram fornecidos
a antena ao soprar (‘puff’) o ar umidificado durante 2 s da pipeta Pasteur a um fluxo
de 0,5 L-mint.

Para cada sexo foram testadas oito antenas, estimuladas por uma unica fonte
de odor, realizando seis ‘puffs’ a um intervalo de 30 s entre eles. As respostas do EAG

foram normalizadas a 1 mV e medidas como a maxima amplitude de despolarizacéo
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provocadas pelo ‘puff’, usando o software GC-EAD32, verséo 4.6 (Ockenfels Syntech
GmbH, GER). Todos os testes de EAG foram realizados durante as 09h00 e 17h00,

como descrito anteriormente.

Figura 8 - Instrumentos utilizados para o registro de eletroantenografia em
Anthonomus grandis (EAG) (A); Vista superior dos instrumentos, a seta
vermelha indica a posi¢cdo da antena (B); e ampliacdo da antena de A.
grandis montado nos eletrodos (C).

3.7 Comportamento de fémeas de A. grandis aos compostos sintéticos

As respostas comportamentais de fémeas de A. grandis aos compostos
volateis sintéticos majoritarios da planta em floracdo foram avaliadas utilizando-se um
olfatbmetro de vidro do tipo ‘Y’, como descrito no item 3.3. Os compostos sintéticos -
caryophyllene e cis-3-hexenyl-acetate foram testados individualmente, diluindo-se 1
UL em 1 mL de 6leo vegetal. Foram aplicados 10 pL da diluigdo sobre papel filtro (5
cm x 0,5 cm) e colocado dentro de um dos bracos do olfatbmetro. A fémeas virgens
de 5+1 dia de idade foi oferecido escolher entre o tratamento e o controle (10 pL de
Oleo vegetal). Novos papeis filtro foram usados para cada inseto. Neste bioensaio foi
usado o mesmo tempo de adaptacdo e avaliacdo dos insetos e as condi¢cdes de
temperatura, luminosidade e umidade descritas no item 3.3. Um fluxo constante de ar
purificado fornecido pelo ARS foi calibrado a uma taxa de 0,8 L-min* para cada um

dos bracos do olfatbmetro. Foram avaliadas pelo menos 45 respostas das fémeas.
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3.8 Andlises estatisticas

Modelos Lineares Generalizados Mistos (MLGM) com uma distribuicdo
binomial e link logistico foram usados para analisar os dados da primeira escolha de
machos e fémeas do bicudo nos bioensaios de olfatometria e o teste qui-quadrado »?
da razéo de verossimilhanca foi usado para determinar a significancia (P < 0,05). As
médias dos compostos volateis e das respostas do EAG foram primeiramente
analisadas com o teste de Shapiro-Wilks e Levene para testar a normalidade dos
residuos e homogeneidade de variancias, respectivamente (SOKAL; ROHLF, 2012).
As médias dos compostos volateis foram transformadas usando logaritmo natural (x
+ 1). O efeito do tratamento na emisséo de todos os volateis foi analisado usando a
analise multivariada de variancia (MANOVA). Apés observar o efeito significativo da
MANOVA, uma andlise de variancia de uma via (ANOVA) foi usada para determinar
o efeito dos tratamentos sobre cada composto. A comparacédo entre as médias dos
tratamentos foi realizada pelo teste post hoc de Tukey (P < 0,05). Uma andlise de
componentes principais (ACP) com base na matriz de covariancia, foi utilizado para a
definicdo de componentes principais que mais contribui para a variabilidade dos
dados. Todas as analises foram realizadas com o software R 3.3.2 (R CORE TEAM,
2016).
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4 RESULTADOS

4.1 Comportamento de adultos de A. grandis aos volateis do algodoeiro

Fémeas de A. grandis foram atraidas pelos volateis de plantas de algodoeiro
em floracéo (fase reprodutiva) (Gl = 1; »*> = 5,82; P = 0,0158) e pelos volateis das
flores isoladamente (Gl = 1; 2 = 7,95; P = 0,0048) (Figura 9A). Entretanto, ndo foram
atraidas pelos volateis das plantas na fase vegetativa (Gl = 1; > = 0,64; P = 0,4235),
plantas com botéo floral (Gl = 1; 2 = 1,44; P = 0,2296), botéo floral (Gl = 1; * = 0,64;
P = 0,4235) e maca isoladamente (Gl = 1; 42 = 2,57; P =0,1088) (Figura 9A).

Os machos, por sua vez, foram atraidos pelos volateis das plantas de
algodoeiro na fase vegetativa (Gl = 1; > = 4,03; P = 0,0447) e das flores isoladamente
(Gl = 1; 2 = 4,03; P = 0,0448) (Figura 9B). Porém, ndo foram atraidos pelos odores
das plantas com botéo floral (Gl = 1; > = 0,64; P = 0,4235), botéo floral (Gl = 1; 4° =
0; P = 1,000), maca (Gl = 1; »* = 1,44; P = 0,2296) e plantas em floracédo (fase
reprodutiva) (Gl = 1; 2 =0,16; P = 0,6891) (Figura 9B).

4.2 Respostas eletrofisiologicas de A. grandis aos volateis do algodoeiro

Os extratos volateis de plantas de algodoeiro, na fase vegetativa e de plantas
em floragdo (fase reprodutiva), além das flores isoladamente, afetaram de modo
diferente as respostas eletrofisiolégicas das antenas de machos e fémeas de A.
grandis.

Nas fémeas, a maior amplitude de resposta foi registrada com o extrato de
flores (F = 33,98; Gl = 4, 35; P < 0,0001), seguido pelos volateis de plantas em
floracdo. Ambas, no entanto, diferiram da planta em fase vegetativa, hexano e controle
(Figura 10). Nos machos, os extratos de plantas de algodoeiro na fase vegetativa, e
de flores isoladamente, promoveram as maiores respostas eletrofisiologicaS das
antenas (F = 9,93; Gl = 4, 35; P <0,0001), superior as amplitudes observadas com os

extratos de planta em floragéo (fase reprodutiva), hexano e controle (Figura 10).
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Figura 9 - Respostas de fémeas e machos de Anthonomus grandis em

olfatdmetro ‘Y’ aos volateis de plantas na fase vegetativa, plantas
em floracdo, plantas com botéo floral, flor, maca, botéo floral vs o
controle (ar limpo). Asteriscos indicam diferencas significativas
entre tratamentos de acordo com o teste »?* da razdo de
verossimilhanca (*P < 0,05; ** P < 0,01; ns = nao significativo).
Numeros dentro das barras indicam o valor absoluto de insetos e
entre parénteses indicam insetos que ndo responderam a nenhum
tratamento e nimero de insetos utilizados.
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4.3 Volateis emitidos pelas plantas do algodoeiro

Dos compostos quimicos volateis observados em plantas de algodoeiro, 11
estavam presentes nas plantas em fase vegetativa e nas flores, e outros 13 nas
plantas em floracéo (fase reprodutiva) (Tabela 1). Dos compostos analisados, cinco
foram identificados mediante o padrao sintético e a biblioteca NIST. A analise
multivariada de variancia (MANOVA) mostrou efeito significativo dos tratamentos
sobre a emissao de todos os volateis (Wilks’ A = 0,00004; Gl = 2, 15; F = 34,75; P <
0,001).

Dentre os compostos identificados, houve efeito significativo entre os
tratamentos na liberagdo dos compostos B-myrcene, cis-3-hexenyl-acetate, D-
camphor e gB-cariophyllene, e ndo para R-(+)-limonene (Figura 11). Plantas em
floragcdo e plantas em fase vegetativa produziram maiores quantidades de B-myrcene
do que as flores (Gl = 2, 15; F = 27,02; P < 0,001). Plantas em floracdo também
liberaram maiores quantidades de cis-3-hexenyl-acetate (Gl = 2, 15; F = 65,49; P <
0,0001) e B-cariophyllene (Gl =2, 15; F =16,59; P <0,001), comparado com as plantas
em fase vegetativa e flores. A producédo do D-camphor nédo diferiu entre plantas em
floragcdo e plantas em fase vegetativa, mas ambas foram superiores as flores
isoladamente (Gl =2, 15; F = 11,79; P <0,001). Para o composto R-(+)-limonene, nao
foi observada diferenca entre os tratamentos (Gl = 2, 15; F = 2,56; P = 0,1105) (Figura
11).

Em relagéo aos demais compostos ainda néo identificados (unknown), plantas
em floracdo (fase reprodutiva) e plantas em fase vegetativa néao diferiram na producéo
dos compostos ‘unknown 1’ (Gl = 2, 15; F = 4,56; P = 0,0284), ‘unknown 3’ (Gl = 2,
15; F=4,77; P =0,0249), ‘unknown 4’ (Gl = 2, 15; F = 30,11; P < 0,0001), e ‘unknown
5 (Gl = 2, 15; F = 20,64; P < 0,0001). Plantas em fase vegetativa apresentaram
guantidades superiores dos compostos ‘unknown 2’ (Gl = 2, 15; F = 13,48; P < 0,001)
e ‘unknown 8 (Gl = 2, 15; F = 16,30; P < 0,001), comparativamente as plantas em
floracdo (fase reprodutiva) e flores isoladamente. Por sua vez, plantas em floracéo
apresentaram quantidades maiores dos compostos ‘unknown 6’ (Gl =2, 15; F=15,47;
P <0,001) e ‘unknown 7’ (Gl = 2, 15; F = 23,70; P < 0,0001) em relacdo aos demais

tratamentos (Figura 11).
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A analise total de compostos volateis revelou diferengas entre os tratamentos.
Plantas em floracdo e plantas em fase vegetativa produziram quantidades de maiores
que as flores (Gl = 2, 15; F = 23,37; P < 0,0001) (Figura 12).

A andlise de componentes principais mostrou que os dois primeiros
componentes, PC1 e PC2 representaram 69,4% do total da variancia (39,1 e 30,4%,
respectivamente) (Figura 13). Todas as variaveis (x) foram positivamente
correlacionados com o PC1. J4d com o PC2 as variaveis x1, x2, x6, x8, x10 e x12 foram
correlacionados positivamente, e as demais negativamente. As variaveis x2 e x12
presentes em maiores quantidades na planta na fase vegetativa contribuiram na

separacao do tratamento.

Tabela 1 - Tempo e indice de retencdo dos compostos volateis de plantas do
algodoeiro, na fase vegetativa (PV), flores (FL) e planta em floracéo (fase
reprodutiva) (PR), e seus respectivos nomes de acordo com a biblioteca

NIST 2011.
Composto Presenca retzirggg (drr?in) IR* Nome do composto
1 PV - PR 6,795 823 unknown 1
2 PV FL PR 7,085 832 unknown 2
3 PV FL PR 11,605 984 B-myrcene
4 - FL PR 11,750 989 cis-3-hexenyl acetate
5 PV FL PR 12,350 1011 unknown 3
6 PV FL PR 12,405 1014 unknown 4
7 PV FL PR 12,520 1018 R-(+)-limonene
8 PV FL PR 13,585 1061 unknown 5
9 PV FL PR 14,645 1104 unknown 6
10 PV FL PR 14,895 1116 D-camphor
11 - - PR 15,115 1125 unknown 7
12 PV FL PR 16,345 1181 unknown 8
13 PV FL PR 20,910 1409 B-caryophyllene

*IR = indice de retencéo
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vegetativa, flores e plantas em floragao (fase reprodutiva).



41

12501
=]
1003
— —a
-
o 790
a
]
s
i)
§=
T
g Sm o4
= S B
2501 b
]
]
1
Planta em fase vegetativa Flores Planta em floragéo

Figura 12 - Total de compostos volateis liberados por planta de algodoeiro, na fase
vegetativa, flores e em plantas em floracao (fase reprodutiva).



42

Tratamentos .} Flarta am fasa vegetativa A] Flores I. Piaita em foragdo

i X2 x12
== 2 X6
1
! » X8
2 4 @
) < =l
3 1 >
~ ®
S 1 7 X1
ji = ¥10: Ig
\Z
’; 0‘ """"" " """"""""" o - - 23' """"""
o ;7 '
o 1
Q, 1 O [
! =]
-2- i . ‘\
1
13
| 2 X9
" |
| X4
1
!
-4- o
1)
! - e ®
1
‘ | . '
-25 0.0 25 5.0

PC1({39.1%)

Figura 13 - Analise de componentes principais (ACP) (P < 0,05) dos compostos
volateis liberados por plantas de algodoeiro, na fase vegetativa, flores e
em plantas em floragdo (fase reprodutiva). (x1) ‘unknown 1’, (x2)
‘unknown 2’, (x3) B-myercene, (x4) cis-3-hexenyl-acetate, (x5) ‘unknown
3’, (x6) ‘unknown 4’, (x5) R-(+)-limonene, (x8) ‘unknown 5’, (x9) ‘unknown
6’, (x10) D-camphor, (x11) ‘unknown 7’, (x12) ‘unknown 8’, (x13) G-
caryophyllene.

4.4 Comportamento de fémeas de A. grandis aos compostos sintéticos

Fémeas de A. grandis ndo foram atraidas pelos compostos volateis sintéticos
cis-3-hexenyl-acetate (Gl = 1; > = 1,11; P = 0,2913,) e B-caryophyllene (Gl = 1; y* =
0,40; P = 0,5269) quando utilizados isoladamente e contrastados com o controle (ar

limpo) (Figura 14).
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Figura 14 - Respostas de fémeas de Anthonomus grandis em olfatbmetro ’Y’, aos
compostos volateis sintéticos p—caryophyllene e cis-3-hexenyl-acetate
vs o controle (ar limpo). ns = ndo significativo de acordo com o teste 42
da razdo de verossimilhanca (P < 0,05). NUmeros entre parénteses
indicam insetos que ndo responderam a nenhum tratamento, e nimero
de insetos utilizados.
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5. DISCUSSAO

Este trabalho demonstrou que machos e fémeas de A. grandis, foram atraidos
por volateis de plantas de algodoeiro na fase vegetativa, e por plantas em floracao,
respectivamente. Além disso, ambos 0s sexos também responderam positivamente
aos volateis das flores.

A preferéncia dos machos por volateis de plantas de algodoeiro ainda na fase
vegetativa (Figura 9) parece ter uma implicacéo biolégica de suma importancia na vida
deste inseto. Isto porque, 0os machos estdo entre os primeiros a emergir (DICKENS,
1986), e sendo assim, colonizam as novas plantas hospedeiras, e poderdo se
alimentar, produzir o feroménio de agregacao, e atrair as fémeas para o acasalamento
(CROSS; MITCHELL, 1966; HARDEE; CROSS; MITCHELL, 1969; TUMLINSON et
al., 1969; WHITE; RUMMEL, 1978).

As fémeas nédo foram atraidas pelos volateis de plantas em fase vegetativa, e
sim por plantas em floracéo (fase reprodutiva) (Figura 9). Do ponto de vista biologico
€ nesta fase da cultura, que as fémeas possuem uma maior garantia para realizar a
oviposicao e assegurar a sobrevivéncia de seus descendentes.

Magalhaes et al. (2012) demonstraram a preferéncia tanto de machos quanto
de fémeas de A. grandis, pelos extratos volateis de plantas de algodoeiro na fase
vegetativa danificada pelos co-especificos. Esta preferéncia pode ter sido
influenciada, principalmente, pela liberacdo de volateis induzidos pela herbivoria, o
gue néo foi investigado neste trabalho. Por outro lado, Silva et al. (2015) mencionaram
gue machos e fémeas nao responderam aos extratos volateis de plantas de algodoeiro
em fase vegetativa e reprodutiva. A auséncia de resposta neste caso, pode ser devido
ao uso exclusivo de extratos das plantas nos bioensaios, e ndo das plantas como fonte
de odor, considerando que no processo de extracado e concentracdo das amostras
podem ser perdidos alguns compostos volateis minoritarios que podem ser
importantes pistas quimicas para a localizacdo hospedeira (BRUCE; WADHAMS;
WOODCOCK, 2005; CLAVIJO MCCORMICK; GERSHENZON; UNSICKER, 2014).

A nao-preferéncia pelos volateis da planta de algodoeiro com botéo floral, botéo
floral e macga tanto por machos quanto fémeas (Figura 9) observado neste trabalho,
nao condiz com os outros trabalhos da literatura que relatam a atracao de A. grandis
pelos volateis destas estruturas reprodutivas como sinais para a localizagcao
hospedeira, alimentacao e reproducdo (KELLER et al., 1963; NEFF; VANDERZANT,
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1963; MITCHELL,; TAFT, 1966; THOMPSON et al., 1970; MCKIBBEN et al., 1977,
SHOWLER, 2004; SILVA et al.,, 2015). Essa diferenca poderia ser devido,
principalmente, aos métodos empregados, ja que 0s autores citados realizaram seus
experimentos em campo e em laboratorio, utilizando insetos com experiéncia prévia
em relacdo as plantas ou estruturas testadas, o que nao ocorreu em nosso trabalho,
ja que os insetos foram criados em dieta artificial, e ndo tiveram contato com o
algodoeiro. Neste sentido, o condicionamento pre-imaginal dos insetos ja demonstrou
afetar a selecdo do hospedeiro, como por exemplo em Dendroctonus monticolae
(Coleoptera: Scolytidae) Hopk. (HOPKINS, 1916), Bactericera cockerelli (Sulc)
(Hemiptera: Triozidae) (PRAGER; ESQUIVEL; TRUMBLE, 2014), Busseola nairobica
Le Ru (Lepidoptera: Noctuidae), Busseola fusca (Fuller 1901) (Lepidoptera:
Noctuidae) e Sesamia nonagrioides Lefebvre (Lepidoptera: Noctuidae) (PETIT et al.,
2015).

Adultos do bicudo-do-algodoeiro provenientes do campo e de colbnia
estabelecida em laboratério apresentaram o mesmo padrdo de resposta na primeira
escolha quando contrastados os odores de extratos de plantas de algoddo sem injlria
no estagio vegetativo versus hexano (MAGALHAES 2012). Porém, nesse caso, esses
autores nao utilizaram as plantas ou as estruturas das plantas, e sim extratos obtidos
destas plantas ou suas estruturas. Do mesmo modo, em experimentos de olfatometria
usando grupos de 20 machos de A. grandis, Chang et al. (1986) observaram alta
percentagem de bicudos respondendo aos extratos de volateis dos botdes florais.

Em nosso trabalho, foram usadas plantas intactas sem danos, e as estruturas
reprodutivas foram cuidadosamente isoladas e ensacadas ainda na planta para evitar
danos fisicos que poderiam induzi-las. Showler (2004), utilizou bot&es florais e magas
excisadas nos experimentos, e o simples fato de destacar estas estruturas pode ter
alterado a quantidade e propor¢cdo dos compostos volateis liberados (ROSE et al.,
1996; DE MORAES et al., 1998).

A nao preferéncia de A. grandis pelos volateis dos botdes florais e macas em
nosso estudo, sugere que estas estruturas poderiam liberar poucas quantidades de
volateis e/ou os volateis liberados ndo constituiriam pistas quimicas importantes para
os insetos. Os compostos volateis liberados por estas estruturas reprodutivas nao
foram coletados por nédo terem atraido os insetos quando comparados ao controle. De

modo semelhante, como ja relatado por Rose e Tumlinson (2004), os volateis dos
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botdes florais do algodoeiro sadios e induzidos pela herbivoria de Helicoverpa zea
Boddie (Lepidoptera: Noctuidae) ndo séo liberados em quantidades significativas.

A auséncia de resposta de machos e fémeas de A. grandis pelos volateis do
botdo floral e da macd poderiam ser explicados pela ‘Teoria da Otimizacdo de
Defesas’, segundo a qual as partes reprodutivas das plantas sédo altamente
defendidas pela liberacdo de compostos contra herbivoria, considerando que estas
partes contribuem grandemente no desempenho reprodutivo da planta (MCKEY,
1974). Essa teoria foi demonstrada por Sharma e Agarwal (1982), que observaram
gue os extratos de botdes florais e magés do algodoeiro contém altas concentracdes
de taninos, gossipol e antocianinas que afetaram o desenvolvimento e sobrevivéncia
de Earias vittella (Fab.) (Lepidoptera: Noctuidae). A diminuicdo na oviposicdo de
fémeas de A. grandis foi observado em algumas linhagens de G. hirsutum com baixos
niveis de agucares e de gossipol nas anteras (HEDIN; MCCARTY, 1995). No entanto,
com os cultivares modernos de G. hirsutum essa teoria ndo tem se adequado para A.
grandis, ja que a alimentacdo, oviposicdo e o desenvolvimento larval ndo parece
serem afetados por alguns compostos que possam estar presentes nestas estruturas.

Por outro lado, o habitat natural de insetos herbivoros representa um mosaico
altamente diverso de plantas onde eles devem reconhecer os sinais emitidos pelos
seus potenciais hospedeiros e, para encontrar e identificar as plantas hospedeiras, 0s
insetos podem usar varios sistemas sensoriais (HEISSWOLF et al., 2007). No caso
de A. grandis, o inseto pode reconhecer os volateis da planta a longas distancias
(MISTRIC; MITCHELL, 1966) e, uma vez localizado o hospedeiro, as estruturas
reprodutivas do algodoeiro das quais o inseto se alimenta e oviposita podem ser
reconhecidas por meio de quimiorrecepgéo de contato, o que fornece informacdes
mais precisas e confiaveis sobre a adequacédo do hospedeiro (HARRISON, 1987).
Sobre a superficie da planta uma mistura de compostos volateis, tricomas ou ceras
cuticulares podem dar informacéo sobre a aceitacdo do hospedeiro e estimular a sua
alimentacdo (VAN LOON et al., 2002; MULLER; RIEDERER, 2005; HEISSWOLF et
al., 2007).

Os resultados deste trabalho sugerem que a resposta de machos e fémeas de
A. grandis aos volateis do algodoeiro podem ocorrer a longas distancias, e que
aparentemente, existe uma sequéncia temporal de atracdo de acordo com 0 sexo e 0

estado fenoldgico da planta.
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Diversos estudos demonstram que a composi¢cdo e emissao de compostos
organicos volateis (COVs) € um processo regulado pelo desenvolvimento vegetativo
da planta (ZHANG et al., 2008; BRACHO-NUNEZ et al., 2011) e a ontogenia foliar
influencia a taxa de emissao e a importancia relativa de diferentes COVs (BRACHO-
NUNEZ et al., 2011).

Tanto machos quanto fémeas de A. grandis responderam significativamente
aos volateis das flores, e somente as fémeas aos volateis das plantas em floragao nos
bioensaios de olfatometria (Figura 9). Os adultos do bicudo além de se alimentarem
dos botdes florais, podem também consumir grdos de pdélen e pétalas, e realizar
posturas nas anteras. Para as fémeas, os volateis das flores poderiam indicar um
hospedeiro apropriado para alimentacdo e oviposicao, e essa preferéncia poderia
estar intimamente associada as carateristicas inatas dos insetos em escolher um
hospedeiro adequado para garantr a sobrevivéncia da sua progénie.
Fenologicamente, a flor dara origem a um fruto, aumentando assim as chances de a
fémea encontrar locais para se alimentar e ovipositar numa mesma planta, reduzindo
0 custo energético em buscas por estes locais em hospedeiros diferentes. Para os
machos, os volateis das plantas em floracdo poderiam indicar que esse hospedeiro ja
se encontra colonizado por outros machos, e possivelmente fémeas acasaladas que
se encontrariam em oviposicdo. Este comportamento sugere também a preferéncia
dos machos pelos volateis da planta em fase vegetativa observado neste experimento.

Flores frequentemente possuem sinais visuais e olfativos que as tornam
altamente evidente para os polinizadores, mas isto pode também incrementar sua
presenca para os herbivoros (ROSE; TUMLINSON, 2004). A exploracdo de
compostos volateis de flores ja tem sido constatado para insetos fitofagos generalistas
(PAN et al., 2015) e especialistas (RIFFELL et al., 2008). Por exemplo, em
Anthonomus eugenii Cano (Coleoptera: Curculionidae) foi observado que tanto
machos quanto fémeas preferem os volateis da planta em floracdo danificadas pela
herbivoria da fémea (ADDESSO; MCAUSLANE; ALBORN, 2011). Extratos volateis de
flores de girassol sdo muito mais atrativos do que os volateis da flor da planta
hospedeira de Lygus rugulipennis Poppius (Heteroptera: Miridae) (ONDIAKA et al.,
2016). A preferéncia de insetos pelas flores pode estar associada a presenca do
néctar, fonte rica em acglcares, o qual prové beneficios diretos para insetos adultos e
poderia influenciar a escolha por oviposi¢cdo (KNOLHOFF; HECKEL, 2014). Mudancgas

na resposta olfativa do alimento para locais de oviposi¢cdo foram observadas em
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fémeas de Spodoptera litoralis (Lepidoptera: Noctuidae) que antes do acasalamento
foram atraidas pelos volateis das flores de Syringa vulgaris, da qual se alimentam; e
logo apoés o a acasalamento foram fortemente atraidas pelos volateis de folhas verdes
de plantas do algodoeiro onde ovipositam (SAVEER et al., 2012). Do ponto de vista
evolutivo, o uso de volateis de plantas que ocorrem frequentemente para reconhecer
um grande nuamero de espécies de plantas, pode também facilitar o comportamento
de aprendizagem e preferéncia pelo hospedeiro que é mais abundante no ambiente
(PAN et al., 2015).

Neste estudo os extratos volateis da planta de algodoeiro na fase vegetativa e
em floracdo (fase reprodutiva) estimularam respostas das antenas de machos e
fémeas (Figura 10), respectivamente. Do mesmo modo, para ambos 0s sexos houve
resposta das antenas para os volateis das flores (Figura 10). O padréo de respostas
das antenas corrobora os resultados obtidos no bioensaios de olfatometria para
ambos os sexos.

Neste trabalho foram observados 13 compostos volateis coletados durante oito
horas, dos quais cinco foram identificados (Tabela 1). Os compostos B-caryophyllene
e cis-3-hexenyl-acetate estdo presentes em maiores quantidades nas plantas em
floracdo, B-myrcene e D-camphor em plantas em fase vegetativa e plantas em
floracdo, e o R-(+)-limonene além de estar presente nas duas fases fenoldgicas das
plantas também foi observado nas flores (Figura 11). O cis-3-hexenyl-acetate nao foi
constatado em plantas na fase vegetativa, e nas flores foi observado em pequenas
guantidades o que permite especular que seria um composto importante para as
plantas em floracdo. Estes compostos, exceto D-camphor ja foram relados em plantas
de algodoeiro sadias e induzidas pela herbivoria (RODRIGUEZ-SAONA; CRAFTS-
BRANDNER; CANAS, 2003; ROSE; TUMLINSON, 2004; MAGALHAES et al., 2012;
SILVA et al., 2015).

Como era esperado, plantas em fase vegetativa e em floracdo liberaram
maiores quantidades de volateis do que as flores (Figura 12), sendo evidente esta
diferenca devido a maior area foliar das plantas. Hedin (1976) coletou diariamente
durante oito horas volateis de algodoeiro cultivados em campo e observou um
aumento gradativo na producéo de volateis com o desenvolvimento fenolégico da
planta, obtendo o0 maximo de compostos quando as plantas atingiram a maior

guantidades de botdes florais.
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A andlise de componentes principais (ACP) evidenciou a separacdo dos
tratamentos (Figura 13), que foi influenciada principalmente pelas quantidades dos
compostos volateis, tanto que as flores ficaram isoladas dos demais tratamentos,
devido a baixa quantidade de volateis produzidos. Os compostos S-caryophyllene e
cis-3-hexenyl-acetate estiveram presentes em maiores quantidades nas plantas em
floracdo do que na fase vegetativa, 0 que contribuiu para a separacdo deste
tratamento dos demais.

Os compostos sintéticos B-caryophyllene e cis-3-hexenyl-acetate na diluicdo de
10 pL (1pL.1mL 1) ndo foram atrativos para as fémeas de A. grandis (Figura 14). Isto
pode ser devido a baixa concentragcdo usada, uma vez que neste trabalho somente
foram testadas nessa concentragéo. Era esperado que as fémeas respondessem para
o cis-3-hexenyl-acetate por ser um composto presente nas flores. Entretanto, apesar
de estar presente em maiores quantidades na planta em floragdo, nao significa que
sejam as pistas quimicas mais importantes, ja que a mistura de todos compostos
volateis ou até os minoritarios podem ser necessarios para a localizacdo do
hospedeiro. Dada a sensibilidade sofisticada dos sistemas olfativos dos insetos para
certas substancias, ndo seria surpreendente que eles possam responder
positivamente a compostos volateis minoritarios (CLAVIJO MCCORMICK;
GERSHENZON; UNSICKER, 2014).

Avaliando o efeito dos volateis presentes nos locais de hibernacdo na
atratividade do bicudo-do-algodoeiro, Hedin, McKibben e Dollar (2000) observaram
que a mistura do feromonio Grandlure mais o composto B-caryophyllene captura o
maior nimero de insetos, e atribuiram essa alta captura a uma alta resposta inicial
dos machos ao p-caryophyllene, composto anteriormente identificado nas fezes das
fémeas por Hedin et al. (1979). Em nosso estudo os machos nao responderam ao -
caryophyllene e cis-3-hexenyl-acetate razdo pela qual ndo foram analisados e
consequentemente ndo apresentados. De qualquer modo, a falta de resposta dos
machos a estes compostos sintéticos majoritarios presentes nas plantas em floragédo
confirma em parte, 0s resultados obtidos no bioensaios de olfatometria e

eletroantenografia.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Machos de A. grandis responderam positivamente aos compostos organicos
volateis das plantas de algodoeiro em fase vegetativa e flores, seguindo o padréo de
forrageamento j& descrito na literatura. Por sua vez, as fémeas foram atraidas pelos
volateis das flores e das plantas em floracdo (fase reprodutiva). Estas respostas
indicam que estes insetos podem encontrar seus hospedeiros a longas distancias,
gue existe uma sequéncia temporal de atracdo de acordo com 0 sexo, e que 0S
volateis correspondentes ao estado fenolégico da planta contribuem de modo
significativo nesta resposta.

Neste sentido, houve diferenca no perfil de volateis entre as plantas de
algodoeiro nas diferentes fases de desenvolvimento e nas flores. No total foram
observados 13 compostos na planta em floragéo, e 11 na planta em fase vegetativa e
também nas flores.

A busca por uma melhor compreensédo dos compostos envolvidos na atracéo
de ambos os sexos de A. grandis podera representar um avanco para novas
alternativas de monitoramento e controle deste inseto no campo. Assim, sera possivel,
por exemplo, detectar a chegada dos primeiros machos na area, ainda na fase
vegetativa da cultura, ou mesmo a remocao de fémeas durante a fase reprodutiva
evitando maiores perdas para o algodoeiro.

A indicacdo de que os volateis presentes nas flores do algodoeiro exercem
atracdo aos machos e fémeas de A. grandis representa um novo conhecimento ainda
inexplorado na literatura para este inseto, e isso também podera estimular uma nova

linha de investigagéo para o entendimento da bioecologia e manejo desta praga.
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