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RESUMO

Estimulos olfativos envolvidos no comportamento sexual e na selegao
hospedeira de Diabrotica speciosa (Germar)
(Coleoptera: Chrysomelidae)

Neste trabalho foi caracterizado o comportamento de Diabrotica speciosa,
quando submetida a estimulos quimicos de atragcdo sexual ou de localizagcio
hospedeira. As atividades desenvolvidas foram: (i) Determinagao da idade, horario,
duracao, numero de copulas, sexo responsavel pela atracdo sexual e sequéncia de
atividades envolvidas no comportamento sexual; (ii) investigacao sobre o padrao de
resposta dos machos ao feroménio sexual das fémeas em olfatbmetro e em
eletroantenograma; (iii) investigagdo sobre a atividade feromonal dos compostos
cuticulares presentes nas fémeas, bem como a caracterizagdo do comportamento
envolvidos com o reconhecimento desses compostos pelos machos; e (iv) efeito da
herbivoria em milho sobre o comportamento de selegcdo hospedeira para oviposigao.
As copulas em D. speciosa iniciaram-se a partir do terceiro dia apos a emergéncia
dos adultos, com predominancia das 18 as 24 horas e duragdo média de 2,7 horas. O
comportamento sexual de D. speciosa apresenta padrboes bem definidos de pré-
copula, coépula e poés-copula, sendo que a atragcdo sexual é realizada por um
ferombnio produzido pelas fémeas. Os machos de D. speciosa responderam ao
feromdnio sexual produzido pelas fémeas com idade superior a 3 dias. Tais respostas
ocorreram ao longo de 24 horas, com predominancia nos horarios de maior atividade
sexual nessa espécie. Machos de D. speciosa demonstraram sensibilidade, em
eletroantenograma, a seis componentes presentes unicamente nos extratos de
fémeas com idade superior a 3 dias. Além dos feromdnios de atracdo sexual, fémeas
dessa espécie também produzem compostos cuticulares que agem como feromdnios
sexuais de contato, estimulando machos a realizar os comportamentos de corte e as
tentativas de copula. Com relacdo ao comportamento de selecdo hospedeira, as
fémeas gravidas de D. speciosa, aparentemente, sdo repelidas pelos volateis de
plantas induzidas por larvas. Por outro lado, essas fémeas n&o foram influenciadas
pelos volateis de plantas de milho sadias e induzidas pelos adultos. O presente
estudo fornece informagdes importantes sobre o comportamento e ecologia quimica
de D. speciosa, as quais podem significar importantes subsidios para o
desenvolvimento de técnicas para o manejo dessa espécie em campo.

Palavras-chave: Feroménio sexual; compostos cuticulares; volateis de plantas; insetos
de solo; ecologia quimica
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ABSTRACT

Olfactory stimuli involved in sexual behavior and host selection of Diabrotica
speciosa (Germar) (Coleoptera: Chrysomelidae)

In the current work we characterized Diabrotica speciosa behavior when
submitted to chemical stimuli of sexual attraction or host selection. The developed
activities were: (i) determination of age, time, duration, number of matings, sex
responsible to sexual attraction and the sequence of activities involved with sexual
behavior; (ii) investigation about the pattern of male responses to female sexual
pheromones in olfactometer and electroantennogram; (iii) investigation about the
pheromonal activity of cuticular compounds derived from females as well as the
characterization of behaviors involved with recognition of these compounds by males;
and (iv) effect of herbivory in maize on host selection behavior for oviposition. Matings
in D. speciosa started from the third day after adult emergence, occurring mostly from
18 to 24 hours and lasting in average 2,7 hours. Sexual behavior of D. speciosa
shows defined patterns of premating, mating and postmating, being the sexual
attraction mediated by a pheromone produced by females. D. speciosa males
responded to sexual pheromones produced by females with age up to 3 days old.
Those responses occurred along 24 hours being predominant during times of higher
sexual activity in this species. D. speciosa males showed sensitivity, in
electroantennogram, to six components present only in up-to-3-day-old female
extracts. Besides sexual pheromones, females of this species also produce cuticular
compounds that act as contact sexual pheromones, which stimulate males to display
courtship behavior and matings attempts. Concerning to the host selection behavior,
D. speciosa gravid females were apparently repelled by plant volatiles induced by
larvae. On the other side, these females were not influenced by volatiles from health
maize plants and induced by adults. The current study provides relevant information
about the behavior and chemical ecology of D. speciosa, what can result in important
subsides to develop techniques to manage this species in field.

Keywords: Sexual pheromone; cuticular compounds; plant volatiles; soil insects;
chemical ecology
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1 INTRODUGAO

As espécies do género Diabrotica Chevrolat representam a maioria dos insetos da
subtribo Diabroticina (Galerucinae: Luperini), divididas nos grupos signifera, virgifera e
fucata (WILCOX, 1972; KRYSAN, 1986; KRYSAN; SMITH, 1987). O grupo signifera é
composto de 11 espécies distribuidas na regido Neotropical, as quais ndo apresentam
importancia agronémica e sao pouco conhecidas em termos bioecologicos. Por outro
lado, os membros de virgifera e fucata incluem alguns dos principais insetos-praga das
Américas (MARQUES, 1941; KRYSAN, 1986; SPENCER et al., 2009). Espécies do
grupo virgifera (35 spp.) ocorrem na Regidao Neartica, México e, desde 1992, também
na Europa, onde causam sérios prejuizos em lavouras de milho (KRYSAN, 1986,
BORIANI et al., 2006). Nas regides temperadas, esses insetos apresentam habitos
univoltinos e um periodo de diapausa na fase de ovo (BRANSON; KRYSAN, 1981;
KRYSAN, 1999 apud CAMPBELL, 2009; CLARK; MEINKE; FOSTER, 2001; CABRERA
WALSH, 2003). O grupo fucata possui mais de 300 espécies, cujos individuos ocorrem
nas regides Neartica e Neotropical; apresentam habitos multivoltinos e sao polifagos
nas fases de larva e adulto (BRANSON; KRYSAN, 1981; KRYSAN, 1986; CABRERA
WALSH, 2003).

Na América do Sul, o grupo fucata é representado por diversas espécies, sendo
Diabrotica speciosa (Germar) a mais abundante e danosa as culturas agricolas (HAJI,
1981; KRYSAN, 1986). Os adultos dessa espécie se alimentam de uma ampla gama de
hospedeiros, consumindo flores, frutos e especialmente folhas e brotacbes novas.
Podem causar efeitos diretos, pela redugdo de tecido vegetal, ou efeito indireto, pela
transmissao de patégenos (BOFF; GANDIN, 1992; OLIVEIRA et al., 1994). Os ovos de
D. speciosa sao depositados no solo, préximo a planta hospedeira, onde eclodem as
larvas. Estas se desenvolvem em trés instares e se alimentam das raizes de milho (Zea
mays L.) (Poaceae), batata (Solanum tuberosum L.) (Solanaceae), entre outras,
ocasionando a diminuicdo da altura das plantas, atraso no desenvolvimento, além de
aumentar a suscetibilidade ao tombamento (MARQUES; AVILA; PARRA, 1999; AVILA;
MILANEZ, 2004).
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Em campo, o controle de D. speciosa é realizado principalmente por inseticidas
quimicos, os quais sao extensivamente empregados, tanto para o controle de adultos,
quanto de larvas (OEPP/EPPO, 2005). Em alguns casos, sao utilizadas armadilhas com
raizes, sementes e ramos de Cayaponia tayuya (Vell.), Ceratosanthes hilariana Cogn.
ou Lagenaria vulgaris L. (Cucurbitaceae). Essas plantas sao constituidas de
cucurbitacinas, substancias que agem como arrestantes e estimulantes alimentares
para diversas espécies da tribo Luperini (METCALF et al., 1982; DEHEER; TALLAMY,
1991), e quando impregnadas com inseticidas ou fungos entomopatogénicos, causam a
morte dos insetos que delas se alimentam (MAGALHAES et al., 1988; DAOUST;
PEREIRA, 1986; METCALF et al., 1987; LANCE, 1988). Entretanto, uma vez que a
utilizagcdo dessas armadilhas no campo é dependente da disponibilidade das plantas,
torna-se dificil o seu uso em grandes areas.

Considerando-se as limitagdes dos métodos de manejo existentes para D.
speciosa, bem como a dificuldade de controlar os insetos na fase larval, destaca-se a
necessidade da adogao de taticas alternativas, a exemplo do que ocorre para espécies
de Diabrotica dos Estados Unidos e Europa. Nestes locais, o controle comportamental é
a base do manejo integrado de Diabrotica spp., 0 qual baseia-se, principalmente, na
reducao do sucesso reprodutivo dos insetos. Assim como os feroménios sio utilizados
para reduzir a chance de encontro de parceiros sexuais, os volateis de plantas tém sido
indicados para atragao ou repeléncia de adultos. Como atrativos, esses volateis podem
promover a captura de machos e fémeas, impedindo sua reprodugao ou a oviposi¢cao
(MARQUARDT; KRUPKE, 2009). Como repelentes, podem interferir na migragao de
fémeas gravidas no cultivo, evitando, assim, a proliferagdo dos imaturos e o
estabelecimento da progénie no local (HAMMACK et al., 1999; FERNANDES; HILKER,
2007). Desse modo, o controle comportamental pode significar uma alternativa
promissora também para o controle de D. speciosa na América do Sul. Para tanto, sao
necessarios estudos basicos acerca do comportamento sexual e ecologia quimica, a fim
de oferecer subsidios para o desenvolvimento de técnicas de manejo integrado desses
insetos.

A presencga de feroménios sexuais em Diabrotica foi relatada pela primeira vez
para Diabrotica balteata Le Conte (CUTHBERT; REID, 1964), embora a identificagdo
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quimica dos compostos envolvidos na atragdo sexual tenha sido realizada
primeiramente para Diabrotica virgifera virgifera Le Conte (GUSS et al.,, 1982). O
componente majoritario identificado nos extratos de fémeas desta espécie é o
propanoato de 8R-metil-2R-decenila, que também apresentou atividade biologica para
Diabrotica virgifera zeae Krysan & Smith, Diabrotica barberi Smith & Lawrence,
Diabrotica undecempunctata howardi Barber e Diabrotica longicornis (Say) (GUSS et
al., 1982; DOBSON; TEAL, 1987).

De acordo com Chuman et al. (1987), o padrao de emissdo de ferombnios em
Diabrotica pode estar relacionado as caracteristicas taxonémicas, uma vez que machos
das espécies pertencentes ao grupo virgifera respondem a um ou mais estereoisémeros
do composto propanoato de 8R-metil-2R-decenila. Do mesmo modo, os autores
sugerem que ocorra algo similar para o grupo fucata, uma vez que os feroménios de
algumas destas espécies parecem ser estruturalmente semelhantes ao composto 6,12-
dimetilpentadecan-2-ona, identificado para D. balteata.

Em campo, todas as pesquisas realizadas acerca dos padrbées comportamentais e
comunicagao quimica de Diabrotica spp. na América do Norte e Europa tém
possibilitado o uso de armadilhas de ferombnios para o0 manejo dessas espécies
(TOLLEFSON, 1998; BORIANI et al., 2006; CORNELIA et al., 2007; SPENCER et al.,
2009). Este método é particularmente importante, uma vez que as populagdes,
especialmente de D. virgifera virgifera, tém demonstrado alta capacidade de resisténcia
aos inseticidas quimicos e as praticas de controle cultural (BORIANI et al., 2006). Além
disso, na Europa, onde D. virgifera virgifera € uma praga introduzida, as armadilhas de
feromdnio (Csalomon®) sao o principal método utilizado para o monitoramento de novas
infestagdes e da disseminagéao deste inseto pelo continente (CANNON et al., 2005).

Além dos estudos de comportamento sexual, a caracterizagdo dos volateis de
plantas responsaveis pela atracdo ou repeléncia de adultos tem gerado perspectivas
importantes para a manipulacdo das populagdes de Diabrotica spp. em campo
(LAMPMAN; METCALF, 1987; HAMMACK et al. 1999; HAMMACK, 1997; 2001).
Inicialmente, caracterizou-se a acao atraente e arrestante dos componentes de
cucurbitaceas (LAMPMAN; METCALF, 1987; DEHEER; TALLAMY, 1991) e,

posteriormente, identificou-se a agao de compostos quimicos provenientes de diversas
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espécies de plantas sobre o comportamento de adultos (LAMPMAN; METCALF, 1987;
HAMMACK et al. 1999; HAMMACK, 1997; 2001).

Nos ultimos anos, esses trabalhos tém sido mais frequentes para as espécies
norte-americanas de Diabrotica, para as quais se tem verificado o efeito de volateis de
milho na atragdo e/ou repeléncia de machos e fémeas. Entretanto, esses volateis
incluem aqueles liberados por flores e poucos compostos foliares foram investigados.
De acordo com Hammack (1997, 2001), a atragdo de Diabrotica spp. por volateis de
plantas é proporcionada principalmente pelos compostos foliares B-cariofileno, linalol e
acetato de geranila. Ja os compostos provenientes dos estiletes do milho, (E-Z) 2-6-
nonadienal e 2 tridecanona, foram relatados como repelentes para fémeas de D.
virgifera e D. barberi, respectivamente (HAMMACK et al.,, 1999). De acordo com
Hammack et al. (1999) e Boriani et al. (2006), os compostos cuja repeléncia foi
comprovada podem ser usados em areas marginais aos cultivos, a fim de prevenir a
migracado das fémeas gravidas e reduzir a oviposigdo. Entretanto, estudos adicionais
sdo necessarios para comprovar o efeito repelente sobre fémeas gravidas, uma vez
que estas podem responder aos compostos diferentemente de fémeas em busca por
alimento (VISSER, 1986; BRANSON; KRYSAN; 1981; HAMMACK; 2001).

Na América do Sul, apesar da importancia de D. speciosa para os cultivos
agricolas, poucos trabalhos tem sido realizados acerca de seu comportamento e
ecologia quimica. Um dos unicos estudos sobre o comportamento sexual foi publicado
por Ventura et al. (2001), que relataram a atracao de machos pelas fémeas, inferindo a
acdo de um feromébnio sexual. Posteriormente, Laumann et al. (2003) realizaram
bioensaios para observar o comportamento sexual desses insetos, embora um numero
baixo de copulas tenha impossibilitado a obtengcéo de informagdes relevantes sobre o
assunto.

Acerca dos volateis de plantas e o seu efeito sobre D. speciosa, Ventura; Martins;
Pasini (2000) demonstraram a sua influéncia sobre a atragéo de D. speciosa. Testando
diversos componentes volateis, os autores verificaram que o composto floral 1,2-
dimetoxibenzeno foi responsavel pelo incremento da coleta de machos e fémeas em
armadilhas de campo. Entretanto, este € um dos poucos estudos que aborda a relagao

entre D. speciosa e os volateis de plantas.
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Neste trabalho, foi caracterizado o comportamento de D. speciosa com énfase no
efeito dos estimulos quimicos sobre a busca pelo parceiro sexual e também sobre a
selecdo hospedeira para oviposi¢cdo. Considerando-se que o sucesso reprodutivo dos
individuos se baseia, principalmente, na localizagédo do parceiro e no estabelecimento
da progénie, a caracterizagdo dos estimulos quimicos que mediam esses
comportamentos pode ser de grande valia para o desenvolvimento de técnicas
alternativas de manejo de insetos. A fim de investigar o comportamento de adultos de
D. speciosa em relagdo aos estimulos quimicos relacionados a copula e a selecao
hospedeira, estudou-se: (i) os aspectos basicos do comportamento sexual de D.
speciosa, identificando a idade em que ocorre a primeira copula, o ritmo diario e a
sequéncia comportamental relacionados a atividade sexual; a duragdo e o numero de
copulas por casal, bem como o sexo responsavel pela atracao; (i) os padroes de
respostas dos machos aos feroménios das fémeas em condi¢cdes de laboratério, a fim
de verificar a idade das fémeas que proporciona a maior nivel de atracado de machos, o
ritmo diario de respostas de machos aos extratos naturais de fémeas em laboratdrio, e
as respostas eletroantenograficas de machos a tais compostos; (iii) a ocorréncia e o
efeito de compostos cuticulares sobre o comportamento sexual de D. speciosa,
avaliando o padrdo comportamental de machos diante dos extratos cuticulares de
fémeas; e (iv) o efeito dos volateis de milho induzidos pela herbivoria foliar, radicular e
simultdnea sobre o comportamento de selecdo hospedeira para oviposicdo em D.
speciosa.

As informacdes obtidas no presente trabalho proporcionam novas perspectivas
para os estudos em ecologia quimica de D. speciosa e oferecem subsidios para que
esses compostos sejam identificados e utilizados para o0 manejo dessa espécie em

campo.
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2 COMPORTAMENTO SEXUAL DE Diabrotica speciosa (Germar) (Coleoptera:
Chrysomelidae)

Resumo

Neste trabalho demonstrou-se que comportamento sexual de Diabrotica
speciosa apresentou sequéncias bem definidas de pré-cépula, cépula e pds-coépula. A
primeira cépula ocorreu entre o terceiro e sétimo dia apds a emergéncia, sendo
predominante em insetos com quatro dias. A atividade sexual foi maior entre o final
da fotofase (18-20h) e a primeira metade da escotofase (20-2h), n&do ocorrendo
copulas entre as 4 e 8 horas. Durante os sete dias de observagao, a maioria dos
casais copulou uma unica vez, embora 30% dos adultos tenham copulado de 2 a 4
vezes. Os machos de D. speciosa foram atraidos pelas fémeas virgens, assim como
pelos seus extratos naturais. As observagcbes comportamentais apresentadas nesse
trabalho permitem concluir que o efeito de atragdo dos machos é decorrente de um
feromonio sexual produzido pelas fémeas de D. speciosa.

Palavras chave: Coépula; comportamento de corte; feromonio sexual; semioquimicos;

ritmo circadiano

Abstract

In this work we showed that mating behavior of Diabrotica speciosa showed well-
defined sequences of premating, mating and postmating. The first mating occurred
between the third and seventh day after emergence, being predominant in four-day-
old insects. The sexual activity was higher between the end of the photophase (18-
20h) and the first half of scotophase (20-2h). No mating behavior was observed
between 4 and 8 hours. During seven days of observation, the majority of couples
mated only once, although 30% of adults mated 2 to 4 times. D. speciosa males were
attracted to virgin females, as well as to their natural extracts. Behavior observations
are presented in this work and therefore allow us to conclude that the attraction of
males is due to a sex pheromone produced by D. speciosa females.

Keywords: Copulatory behavior; courtship behavior; pheromones; semiochemicals;

circadian rhythm
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2.1 Introducao

O género Diabrotica Chevrolat inclui algumas das principais pragas das Américas,
cujos individuos possuem habito rizéfago na fase larval e fil6fago na fase adulta. No
Brasil, a espécie mais abundante e danosa as culturas agricolas € Diabrotica speciosa
(Germar), que ocorre praticamente em todos os estados, ocasionando danos em
cultivos de milho (Zea mays L.) (Poaceae), batata (Solanum tuberosum L.)
(Solanaceae), feijao (Phaseolus vulgaris L.) (Leguminosae), entre outros (KRYSAN,
1986; AVILA; MILANEZ, 2004). Trata-se de um inseto polifago, cujas larvas podem
causar o atraso no desenvolvimento e aumentar a suscetibilidade das plantas ao
tombamento. Os adultos, por sua vez, podem danificar diretamente as plantas, pela
reducao da area folhar, ou indiretamente, pela transmissao de patégenos (BOFF;
GANDIN, 1992; OLIVEIRA et al., 1994; MARQUES; AVILA; PARRA, 1999).

Considerando-se a importancia de Diabrotica spp., muitas pesquisas tém sido
realizadas sobre comportamento e ecologia quimica de algumas das espécies desse
género (FERNANDES; HILKER, 2007). Em Diabrotica undecempunctata howardi
Barber, Diabrotica virgifera virgifera LeConte e Diabrotica barberi Smith & Laurence, na
regidao Neartica, os padrées comportamentais envolvidos com a copula e a
comunicagao quimica ja foram extensivamente estudados. Tais pesquisas permitiram o
conhecimento sobre os mecanismos de acasalamento e emissdo de feromonios, bem
como o desenvolvimento de técnicas de manejo dessas espécies em cultivos agricolas
(BALL; CHAUDHURY, 1973; GUSS, 1976; BRANSON et al., 1977; GUSS et al., 1983;
LEW; BALL, 1979; DOBSON; TEAL, 1986; MEINKE; MAYO; WEISSLING, 1989;
HAMMACK, 1995; SPENCER et al., 2009). Por outro lado, poucas pesquisas sobre o
comportamento e ecologia quimica das espécies sul americanas tém sido realizadas
(VENTURA et al.,, 2001). Neste trabalho, objetivou-se caracterizar aspectos do
comportamento sexual de D. speciosa, avaliando a idade da primeira copula, o numero
de cépulas por casal e a sequéncia de atividades envolvidas no comportamento sexual.
Além disso, foi investigado o sexo responsavel pela atracdo sexual e a atividade

bioldgica dos extratos naturais de machos e fémeas.
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2.2 Material e métodos

2.2.1 Criagao dos insetos

Os individuos de D. speciosa foram obtidos a partir de criagdo em laboratorio,
baseada na metodologia de Milanez (1995) e Avila; Tabai; Parra (2000). Larvas e
adultos foram alimentados com raizes de milho (‘Suwan’) e folhas de feijoeiro,
(‘Carioca’), respectivamente. Adultos foram mantidos em gaiola plastica (40 x 30 x 40
cm) contendo plantas de feijoeiro e substrato de oviposi¢cdo, constituido de um
recipiente circular (10 x 1,5 cm) forrado com gaze preta umedecida (MILANEZ, 1995).
Em intervalos de dois dias, as posturas foram coletadas, lavando-se a gaze em agua
corrente sobre uma peneira de voile, e os ovos recolhidos foram tratados com solugao
de sulfato de cobre pentahidratado (CuS0O4.H,0) a 1%, por dois minutos, e transferidos
para placas de Petri (9 x 1 cm), onde permaneceram até a eclosdo. As larvas recém-
eclodidas foram inoculadas em sementes de milho pré-germinadas e mantidas em
recipientes plasticos preenchidos com vermiculita umedecida (1 parte vermiculita: 2
partes agua). Apos 15 dias de desenvolvimento, os imaturos foram transferidos para
novos recipientes contendo o mesmo substrato e novas plantulas de milho,
permanecendo até a emergéncia dos adultos. Para a criacédo de D. speciosa, assim
como para a realizagcao dos bioensaios comportamentais, os insetos foram mantidos em
salas climatizadas com temperatura de 22+3°C, umidade relativa de 70+10% e
fotoperiodo de 14:10h. Durante a escotofase, os insetos foram visualizados com
lampada de diodo emissor de luz forrada com plastico vermelho (Supergel Rosco®, 4%

transparencia), e durante a fotofase com luz branca artificial (32 W).

2.2.2 Coleta dos extratos naturais de machos e fémeas

A coleta dos volateis emitidos pelos adultos de D. speciosa foi realizada pelo
sistema de aeragdo (MILLAR; HAYNES, 1998; ZARBIN et al., 1999) (Figura 2.1A),
utilizando-se camaras horizontais de vidro (20 x 7 cm) com aberturas laterais para a

entrada e saida de ar. No interior de cada camara, foram mantidos 30 machos ou 30
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fémeas de D. speciosa com 5 a 10 dias de idade, submetidos a um fluxo de ar de 800
mL/min, durante 12-14 horas. Na outra extremidade da camara, foi conectada uma
coluna de vidro (7,5 x 0,5 cm) contendo 0,150g de polimero adsorvente (Super Q®
80/100 Mesh, Alltech Assoc., IL, EUA) (Figura 2.1A, B).

O fluxo de ar no interior da camara foi gerado por uma bomba de vacuo e regulado
por fluxémetros, sendo que todas as conexdes foram instaladas com mangueiras de
Teflon® PTFE. ApoOs cada coleta, os tubos com adsorvente foram retirados e os volateis
nele contidos foram eluidos com 2 mL de hexano (Figura 2.1C). As amostras foram
concentradas para 150uL utilizando-se N, gasoso e mantidas em frascos vedados a

temperatura de -10°C para utilizagdo nos bioensaios (Figura 2.1D).
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entradade ar

Fluxémetro de saida de ar
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S5 [

Coluna de
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Figura 2.1 - Obtencéo de extratos do feromdnio sexual de Diabrotica speciosa. (A) Sistema de extragdo
por aeragao; (B) coluna de polimero para adsorgao dos compostos quimicos; (C) materiais
utilizados para a eluicdo dos compostos contidos na coluna; (D) concentragdo do extrato
utilizando nitrogénio gasoso filtrado
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2.2.3 ldade, ritmo diario e numero de cépulas

Para caracterizar a idade do inseto na primeira copula, o ritmo diario € o numero
de cépulas por casal de D. speciosa, foram selecionados 70 casais de mesma idade,
utilizando-se adultos recém emergidos. Cada casal foi mantido em gaiola circular
transparente (12 x 10 cm) e alimentado com folhas de feijoeiro substituidas diariamente.
As observacbes visuais foram realizadas de hora em hora, durante sete dias,
verificando-se a ocorréncia de copulas. O registro dos casais em coépula foi definido
pela introducdo do edeago na fémea, ndo sendo considerada copula a atividade de

monta sem introdugéo do edeago.

2.2.4 Atracao sexual e atividade biolégica dos extratos naturais de machos e

fémeas

Os bioensaios para avaliar a atratividade de machos e fémeas de D. speciosa aos
coespecificos foram realizados em olfatbmetro do tipo ‘Y’, constituido de um tubo
principal e dois tubos laterais de vidro (20 x 3 cm), aos quais foram conectadas camaras
contendo os tratamentos a serem testados (Figura 2.2). O fluxo de ar foi gerado por
uma bomba de vacuo conectada ao olfatdmetro, que permitiu a passagem do ar pelos
tubos laterais e a chegada dos odores ao tubo principal. O fluxo utilizado foi de 800
mL/min, controlado por fluxémetros dispostos nas extremidades da entrada de ar. Os
bioensaios foram realizados durante o horario de maior atividade sexual dos insetos, ou
seja, das 18 as 24h, utilizando-se adultos ndo acasalados, conforme estabelecido em
estudos preliminares.

Para todos os bioensaios, foram liberados, individualmente, machos (n=50) e
fémeas (n=50) de D. speciosa no tubo principal do olfatbmetro, verificando-se a
frequéncia de insetos que se dirigiu para cada tratamento. Os tratamentos foram: (i) 10
fémeas virgens; (ii) 10 machos virgens; (iii) extrato de 15 equivalentes-fémeas (150pL);
(iv) extrato de 15 equivalentes-machos (150uL); (v) controle 1 (vazio); e (vi) controle 2

(solvente). Para cada repeticao confrontava-se um dos tratamentos vs controle (vazio
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ou solvente), incluindo-se ‘vazio’ vs ‘vazio’ em um tempo maximo de cinco minutos,

conforme estabelecido em estudos preliminares.
ear ar

Camara contendo
tratamentos

>
oo &
1 A
s =

A

Liberagao dos

- insetos

ar

Figura 2.2 - Olfatbmetro conectado a cadmaras de vidro para os bioensaios comportamentais de
Diabrotica speciosa

2.2.5 Sequéncia de atividades envolvidas no comportamento sexual

Para caracterizar a sequéncia de atividades envolvidas no comportamento sexual
em D. speciosa, 0os bioensaios foram realizados durante o horario de maior atividade
sexual dos insetos, utilizando-se machos e fémeas n&o acasaladas. Casais virgens
foram inseridos, individualmente, em recipientes circulares transparentes (10 x 8 cm)
contendo folhas de feijoeiro. Em bioensaios preliminares, foi realizado o registro das
atividades de machos e fémeas (n=30) antes, durante e apds a copula, para a
elaboragdo do etograma. Uma vez conhecidos os padrées motores, novos casais
(n=50) foram observados para confirmar a sequéncia comportamental, quantificar as

atividades e registrar sua duragdo. Adicionalmente, os comportamentos foram gravados
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em camera digital manual (Canon Power Shot® S2 IS), a fim de reavaliar cada

comportamento, posteriormente.

2.2.6 Analise estatistica

Os dados referentes a idade, horario e periodo de duragdo e numero de copulas
por casal, foram analisados pelo teste de qui-quadrado (P<0,05), testando-se a
homogeneidade das propor¢gdes de copulas e de ndo-copulas. Para proporgdes nao
homogéneas, foi utilizado o teste de comparagdes multiplas de Marascuillo (P<0,1)
(MARASCUILLO, 1966; NIST/SEMATECH, 2002).

Os dados referentes aos bioensaios de olfatometria foram analisados pelo teste de
qui-quadrado (P<0,05), testando-se a hipotese de igualdade entre as frequéncias

observadas e esperadas de individuos que se dirigiam para cada tratamento.

2.3 Resultados

Dentre os casais de D. speciosa observados, 76% realizaram a atividade de
copula, sendo observado um total de 80 copulas no periodo dos estudos. A idade
influenciou o inicio da atividade sexual, que ocorreu entre o terceiro e o sétimo dias
apés a emergéncia dos adultos (Figura 2.3). A primeira coOpula ocorreu,
predominantemente, em casais com quatro e cinco dias de idade. Adultos com um e
dois dias apdés emergéncia nao apresentaram atividade de copula (Figura 2.3).

As copulas em D. speciosa ocorreram ao longo de todo o dia, embora tenham se
concentrado entre o final da fotofase (18-20h) e a primeira metade da escotofase (20-
2h). Entre 4 e 8 horas nao foram observadas cépulas (Figura 2.4).

Durante os sete dias de observagao, a maioria dos casais copulou uma unica vez,
embora esse comportamento tenha se repetido por 2 a 4 vezes, em cerca de 30% dos
adultos.

Os machos de D. speciosa foram atraidos pelas fémeas virgens (85%), assim

como pelos volateis emitidos por elas (extratos) (=75%) (Figura 2.5A).
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Por outro lado, os machos nao foram atraidos por seus coespecificos, assim como
as fémeas, que nao responderam as outras fémeas, nem aos machos e seus extratos
(Figura 2.5B).
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olfatbmetro do tipo Y’ em relagdo aos coespecificos, seus respectivos extratos e ao
tratamento controle (cAmaras vazias). (*) Indica diferenca significativa entre os tratamentos
(n=50, Qui-quadrado, P<0,05) (T 22+3°C; UR 70+10%; fotoperiodo de 14:10h)

Machos e fémeas de D. speciosa apresentaram padroes bem definidos de pré-
copula, copula e poés-copula (Figura 2.6). A maioria das fémeas (52%) realizou o
comportamento tipico de chamamento, pela exposicdo de uma membrana localizada
entre o sétimo e oitavo esternitos. A posi¢gdo de chamamento em D. speciosa consistiu
na exposigcao intermitente de tal estrutura, combinada com a distens&o e retragdo do
abdome. Para 48% das fémeas observadas, ndo houve comportamento de

chamamento, embora estas tenham copulado.
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A pré-cépula em D. speciosa teve inicio com a aproximagao sem contato fisico
entre os sexos, caracterizado pelo caminhamento ou por saltos rapidos do macho em
direcao a fémea. Apds aproximar-se, o macho realizava o contato exploratério, tocando
antenas e palpos nos segmentos terminais do abdome da parceira (70%) ou realizava a
‘monta” imediata, sem contato prévio (30%). Durante essas atividades, fémeas nao
receptivas evitaram a aproximacéao, afastando-se rapidamente. Uma vez em posi¢cao de
‘monta”, o macho friccionava suas antenas ao longo de todo o comprimento das
antenas da fémea (‘antenacgao’). Por sua vez, esta movimentava as pernas posteriores
em diregdo ao corpo do parceiro (4%) e/ou caminhava com o macho sobre si (44%).
Concomitantemente, o macho repetia os movimentos de corte (48%), batendo suas
pernas e pecgas bucais contra os élitros da parceira, a0 mesmo tempo em que
intensificava a ‘antenacado’. Em 52% dos casais, as fémeas permaneceram imdveis, o
que favoreceu o inicio imediato da copula, sem que houvesse o comportamento de
corte. Neste caso, o macho introduzia o edeago imediatamente apds a ‘monta’. Nesta
etapa, fémeas nao receptivas ainda conseguiam escapar por meio de caminhamento
rapido ou agitacao do corpo. Para casais cujas fémeas apresentavam-se receptivas, o
macho introduzia o edeago em movimentos laterais e frontais bruscos com o abdome.
O tempo de duracéo da pré-cépula variou de 0,05 até 14,65 minutos (Tabela 2.1).

A copula iniciou-se no momento em que o edeago estava completamente
introduzido na genitalia da fémea. Nessa etapa, a maioria das fémeas mostrava-se
agitada (56%) ocasionando a repeticdo dos comportamentos de corte pelos machos.
Por outro lado, as fémeas que permaneceram paradas (44%) promoviam a imobilidade
também dos seus parceiros.

Uma vez em repouso, o casal em copula vibrava lentamente as antenas que, nos
machos ficavam posicionadas lateralmente ou para tras e, na fémea, para frente. Além
disso, o macho realizava movimentos ocasionais com o corpo, girando-o lentamente

para os dois lados e mantendo o edeago fixado a fémea (100%).
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Tabela 2.1 - Duragdo média, minima e maxima (minuto) das principais atividades comportamentais de
Diabrotica speciosa durante a pré-copula, copula e pdés-copula (n=50) (T 22+3°C; UR
70£10%; fotoperiodo de 14:10h)

Duragao média (Intervalo de variagao)

Atividade
(minutos)
Pré-copula 2,32 (0,05-14,65)
Cépula 166,20 (60,00-360,00)
Pés-copula 0,48 (0,03-11,73)

No periodo final da copula, as fémeas mostravam-se agitadas, movendo
vigorosamente o abdome para as laterais, a0 mesmo tempo em que caminhavam com
0 macho sobre si e empurravam as pernas posteriores contra o parceiro (100%).
Aparentemente, esse comportamento, verificado para todos os casais, relacionou-se a
tentativa da fémea de encerrar a cépula. Entretanto, o macho fixava-se fortemente ao
corpo da parceira, mantendo as pernas anteriores e medianas sobre seu élitro e as
pernas posteriores fixadas nos seus esternitos finais. Durante essas atividades, o
macho conseguia manter-se em coépula, até que finalmente ocorria a exposi¢cao e
retracdo do edeago. A maioria dos casais (=<40%) permaneceu em copula por, pelo
menos, 3 horas, embora a durag&o tenha variado de 1 a 6 horas (Tabela 2.1).

ApOs a exposigao parcial do edeago iniciaram-se as atividades de pds-copula, nas
quais parte dos casais (28%) mantinha os corpos em diregdo oposta, com o edeago
unindo ambos até a separagdo e o distanciamento. Para os demais casais (72%), a
retragdo do edeago ocorria com o macho ainda sobre a fémea, embora fossem
seguidas sequéncias diferenciais de comportamentos. Em 58% dos casais, o0 macho
retraia o edeago e descia da fémea rapidamente, sem apresentar comportamento de
guarda. Para esses casais, a pos-copula teve um curto periodo de duragdo, com um
minimo de 0,03 minutos (2 seg.). Entretanto, 18% dos machos permaneceram em
“‘monta” por um periodo de até 11,73 minutos antes de distanciar-se da parceira. Em
24% dos casais, os machos permaneceram sobre o corpo das fémeas, apoiando os trés
pares de pernas sobre seus élitros e tocando as pegas bucais no corpo da parceira.
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2.4 Discussao

Casais de D. speciosa apresentaram ritimicidade nos comportamentos
relacionados a copula, sugerindo uma sincronizagdo da emisséo e recepg¢ao dos
estimulos sexuais entre machos e fémeas. Outras espécies de Diabrotica também
apresentam ritimicidade associada as cépulas, como D. virgifera, cujos adultos copulam
durante todo o dia, embora intensifiquem tal comportamento no final da noite e inicio da
manha (CATES apud SPENCER et al., 2009). Considerando-se que os machos de D.
virgifera sao capazes de responder aos feroménios durante todo o dia, é possivel que a
emissdo desses compostos pelas fémeas esteja determinando essa ritimicidade
(DOBSON; TEAL, 1986). Para D. speciosa, os resultados do presente trabalho indicam
que a comunicagao sexual concentra-se no final da fotofase e inicio da escotofase,
embora copulas tenham sido verificadas em outros periodos. Adicionalmente,
observacgdes realizadas em campo, por Nava et al. (2004), ja haviam demonstrado o
incremento da atividade de machos e fémeas durante o final da fotofase, o que pode
estar relacionado a dispersao dos insetos para a busca dos insetos do sexo oposto.

As multiplas cépulas, verificadas para D. speciosa, corroboram o que ocorre para
a maioria dos crisomelideos, cujos machos e fémeas possuem diversos parceiros e
copulam diversas vezes ao longo do periodo reprodutivo. De acordo com Dickinson
(1997), tal comportamento tem um valor adaptativo importante, uma vez que pode
incrementar o sucesso reprodutivo dos individuos, influenciando varios aspectos do seu
comportamento e ecologia. Além disso, a ocorréncia de multiplas cépulas em insetos
pode influenciar o monitoramento e manejo de populag¢des de campo (SADEK, 2001).

Os resultados obtidos em bioensaios de olfatometria complementam aqueles
obtidos por Ventura et al. (2001), demonstrando que as fémeas sdo as responsaveis
pela atracdo dos machos. Além disso, a atratividade dos extratos de fémeas comprova
que um feroménio € o mediador da comunicagao sexual em D. speciosa. Para outras
espécies do género Diabrotica, € comum a emissdao de feromdnios sexuais pelas
fémeas. Dentre eles, o propanoato de 8R-metil-2R-decenila e o 10R-metil-2R-
tridecanona foram identificados como componentes majoritarios dos feroménios de D.

virgifera virgifera e D. undecempunctata, respectivamente (GUSS et al., 1983;
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DOBSON; TEAL., 1987). Tais compostos foram sintetizados e sao importantes para o
manejo de populagdes de campo. Para D. speciosa, este € o primeiro estudo que
aborda o comportamento sexual, fornecendo subsidios para novas pesquisas acerca da
ecologia quimica dessa espécie.

As observagdes sobre a atividade sexual de D. speciosa demonstraram que o
padrao comportamental de machos e fémeas assemelha-se ao verificado para as
demais espécies do género e também para outros Coleoptera (HILL, 1975;
SANTOLAMAZZA; CORDERO RIVERA, 1998; WANG; DAVIS, 2005; IBEAS et al.,
2008). Lew; Ball (1979) estudaram a atividade de cépula de casais de D. virgifera, para
a qual foram observados 10 padrdes comportamentais distintos, desde o chamamento
até a pos-copula.

Para D. speciosa, o comportamento sexual iniciou-se pelo chamamento, o qual é
comum também em outras espécies do género, cujas fémeas expéem uma membrana
localizada no final do abdome. De acordo com Lew; Ball (1979), essa membrana é
constituida de células epiteliais do tipo secretoras que, possivelmente, sdo as
responsaveis pela producéao e liberacdo do feromébnio sexual. Entretanto, considerando-
se que uma grande proporcao (48%) das fémeas receptivas de D. speciosa nao
apresentou o comportamento de chamamento, é provavel que a emissao do feromonio
esteja ocorrendo mesmo sem a exposigao dessa membrana. Conforme ja demonstrado
por Hammack (1995), a postura de chamamento ndo € um pré-requisito para a cépula
em D. virgifera, uma vez que 70% das fémeas copularam mesmo sem que a membrana
fosse exposta.

O comportamento de corte em machos de D. speciosa foi relativamente rapido e
caracterizou-se pela ‘antenacédo’ e pelas batidas leves das pecgas bucais do macho
sobre o dorso da fémea. De acordo com Tallamy et al. (2003), o contato das antenas
realizadas pelo macho sobre o dorso da fémea promovem o relaxamento do duto
copulatério e facilita o acesso do edeago até a bolsa copuladora. Além disso, uma taxa
rapida de batidas sobre o dorso da fémea esta associada a uma pronta aceitacdo do
parceiro (TALLAMY et al., 2002). Esses comportamentos parecem ser comuns também
para outros Chrysomelidae e Cerambycidae. Em Monochamus galloprovincialis Olivier

(Coleoptera: Cerambycidae), a friccdo das pegas bucais contra os élitros da fémea
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determina a aceitacdo do parceiro e acelera o inicio da copula (IBEAS et al., 2008).
Para Gastrophysa atrocyanea (Motschulsky), Leptinotarsa decemlineata (Say)
(Coleoptera: Chrysomelidae) e diversos cerambicideos, foi demonstrada a presenca de
compostos quimicos nas fémeas, os quais agem como feroménios de contato. Esses
estimulos tateis sdo reconhecidos pelos receptores localizados nas antenas e palpos de
machos, desempenhando papel primordial no comportamento de corte (JERMY; BUTT,
1991; GINZEL; HANKS, 2003; ZHANG et al.,, 2003; SUGENO; HORI; MATSUDA,
2005). Para D. speciosa, esse comportamento foi verificado em todos os casais
observados e parece influenciar o comportamento durante a pré-copula, cépula e pos-
copula. Considerando-se que, para outras espécies, essa atividade esta estreitamente
relacionada a um composto quimico presente nos élitros das fémeas, para D. speciosa,
o isolamento e avaliagdo da atividade biolégica dos extratos podem confirmar a
presenca e a agao de tais compostos.

Assim como para outras espécies de Diabrotica, as copulas tiveram duracao
variavel entre 1 e 6 horas e o repertério comportamental restringiu-se a antenagao, ao
repouso e aos movimentos laterais do corpo do macho sobre a fémea. Tais atividades
seguiram padroes semelhantes aos verificados para D. virgifera, cujos machos
permaneceram sobre as fémeas fixando as pernas medianas e posteriores nas laterais
do abdome da parceira (LEW; BALL, 1979). Sobre este aspecto, Hammack; French
(2007) demonstraram que machos de algumas espécies de Diabrotica e Cerotoma
possuem areas com estrutura diferenciada na porgao ventral do basitarso, que
permitem maior fixagdo e o prolongamento do periodo de copula. Para D. speciosa,
embora esse dimorfismo sexual tenha sido constatado em estudos morfolégicos
preliminares, uma analise mais acurada permitira a descricdo minuciosa de tal

caracteristica.
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3 RESPOSTA COMPORTAMENTAL E ELETROANTENOGRAFICA DE MACHOS DE
Diabrotica speciosa (Germar) (Coleoptera: Chrysomelidae) AO FEROMONIO DE
ATRACAO SEXUAL

Resumo

Neste estudo, investigou-se o ritmo diario de respostas de machos de Diabrotica
speciosa ao feromdnio sexual de fémeas com idades diferentes, em condi¢des de
laboratério. As fémeas de D. speciosa com 3 a 15 dias de idade foram atrativas aos
machos, enquanto que as recém-emergidas parecem nao produzir o feroménio
sexual. Os machos responderam ao feroménio ao longo de todo o dia, com
predominancia entre as 18-24 horas. Analises dos extratos naturais em GC-MS
demonstraram que as fémeas produzem de seis compostos quimicos distintos
daqueles produzidos pelos machos, sendo um majoritario e os demais minoritarios.
Em GC-EAG, tais compostos ocasionaram as respostas eletroantenograficas de
machos, sendo que quatro dessas respostas mostraram-se mais intensas. O presente
trabalho fornece uma importante contribuicdo para estudos sobre a ecologia quimica
de D. speciosa, principalmente aos referentes a identificagcdo quimica dos feromonios
sexuais.

Palavras-chave: Semioquimicos; ecologia quimica; comportamento sexual; ritmo

circadiano

Abstract

In this study we investigated the daily rhythm of Diabrotica speciosa male
responses to sexual pheromone of females of different ages in laboratory conditions.
D. speciosa females of 3 to 15 days old were attractive to males, while newly emerged
females seem not to produce sexual pheromone. Males responded to pheromone in
different times of the day. GC-MS analysis revealed that females produce six chemical
volatiles that are distinct from those produced by males, being one majoritary and
other five minoritary compounds. In GC-EAD these compounds occasioned
electrophysiological responses in male antennae, being more strong four of these
responses. The current study provides an important contribution to studies about D.
speciosa chemical ecology, mainly in regard to chemical identification of sexual
pheromones.

Keywords: Semiochemicals; chemical ecology; mating behavior; circadian rhythm
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3.1 Introducgao

Diabrotica speciosa (Germar) é uma das espécies mais importantes deste género
na América do Sul, estando distribuida em quase todos os estados brasileiros e
causando prejuizos em cultivos de diversas plantas. Ao contrario das espécies norte
americanas, para as quais se estudou profundamente o comportamento e a ecologia
quimica (KRYSAN, 1986; GUSS, 1976; LEW; BALL, 1979; HAMMACK, 1995;
SPENCER et al., 2009), D. speciosa é pouco conhecida em termos comportamentais e
seus feromonios ainda nao foram identificados. Recentemente, estudos revelaram que
adultos dessa espécie realizam multiplas copulas, as quais ocorrem a partir do terceiro
dia apds emergéncia, mais frequentemente no final da fotofase (NARDI et al.”, dados
nao publicados).

De acordo com Rosén; Han; Lofstedt (2003), a ritimicidade relacionada aos
comportamentos de copula em insetos, pode indicar que feroménios sexuais sao
emitidos e reconhecidos de forma sincronizada pelos adultos, obedecendo ao tempo de
maturagao sexual e aos ritmos diarios de cada espécie. Essa sincronizagao relacionada
a producao e percepcgao dos feromonios tem sido documentada para diversas espécies
de insetos (ZHUKOVSKAYA, 1995; LINN et a., 1996; ROSEN; HAN; LOFSTEDT,
2003). Para Diabrotica virgifera Le Conte, Dobson; Teal (1986) observaram que os
machos podem responder aos feroménios sintéticos durante todo o dia, o que reflete no
ritmo diario de captura em armadilhas de feromoénios instaladas no campo. Desse
modo, caracterizar os padroes de emissao e resposta a esses estimulos quimicos é de
extrema importancia para viabilizar o manejo dos insetos em campo.

No presente trabalho, buscou-se caracterizar os aspectos relacionados a emissao
e resposta ao feromdnio sexual em D. speciosa. Para tanto, foram realizados
bioensaios de olfatometria visando identificar a idade das fémeas em que ocorre a
emissdo de feromdnios, bem como o ritmo diario de respostas dos machos a tais
componentes. Além disso, foram realizados testes em eletroantenograma para
caracterizar os componentes quimicos ativos aos receptores de machos, a fim de

oferecer subsidios a identificagdo quimica dos compostos.

"NARDI, C.; LUVIZOTTO, R.A.G.; PARRA, J.R.P.; BENTO, J.M.S. Comportamento sexual de
Diabrotica speciosa (Germar) (Coleoptera: Chrysomelidae).
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3.2 Material e métodos

3.2.1 Criagao dos insetos

Os individuos de D. speciosa foram obtidos a partir de criacdo em laboratdrio,
baseada na metodologia de Milanez (1995) e Avila; Tabai; Parra (2000). Larvas e
adultos foram alimentados com raizes de milho, Zea mays L. (‘Suwan’) e folhas de
feijoeiro, Phaseolus vulgaris (L.) (‘Carioca’), respectivamente. Adultos foram mantidos
em gaiola plastica (40 x 30 x 40 cm) contendo plantas de feijoeiro e substrato de
oviposigao, constituido de um recipiente circular (10 x 1,5 cm) forrado com gaze preta
umedecida (MILANEZ, 1995). Em intervalos de dois dias, as posturas foram coletadas,
tratadas com sulfato de cobre pentahidratado (CuS0O4.5H20, 1%), por dois minutos, e
transferidas para placas de Petri (9 x 1 cm), onde permaneceram até a eclosdo. As
larvas recém-eclodidas foram inoculadas em plantulas de milho e mantidas em
recipientes plasticos contendo vermiculita umedecida (1 parte vermiculita: 2 partes
agua), onde permaneceram até a emergéncia. Para a criagdo de D. speciosa, assim
como para a realizagao dos bioensaios comportamentais, os insetos foram mantidos em
salas climatizadas com temperatura de 22+3°C, umidade relativa de 70+10% e
fotoperiodo de 14:10h. Durante a escotofase, os insetos foram mantidos sob luz
vermelha fornecida por lampada de diodo emissor de luz forrada com plastico vermelho
(Supergel Rosco®, 4% transparencia), e durante a fotofase sob luz branca artificial (32
W).

3.2.2 Obtenc¢ao dos extratos

A coleta dos volateis emitidos pelos adultos de D. speciosa foi realizada pelo
sistema de aeragcdo (MILLAR; HAYNES, 1998; ZARBIN et al., 1999), utilizando-se
camaras horizontais de vidro (7 cm didmetro x 20 cm comprimento). Nessas camaras,
adultos de D. speciosa foram submetidos a um fluxo de 1 L/min de ar filtrado em carvao
ativado. Na extremidade de saida de ar foi conectada uma coluna (7,5 x 0,5 cm)
preenchida com 0,150g de polimero (Super Q® 80/100 Mesh, Alltech Assoc., IL, EUA),
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que adsorvia os compostos emitidos pelos insetos. O fluxo de ar foi gerado por uma
bomba de vacuo e regulado por fluxémetros.

As coletas foram realizadas em etapas, utilizando-se uma quantidade minima de
30 insetos, até a obtencdo de 10 extratos (repeticdes) para cada um dos seguintes
grupos de insetos: (i) fémeas com 0 e 2 dias (n=100); (ii) fémeas de 3-5 dias (n=100);
(iii) fémeas com 6-15 dias (n=100); e (iv) machos de 3-15 dias (n=100).

Apoés cada coleta, as colunas de polimero foram retiradas e os volateis eluidos
com 1 mL de solvente hexano. As amostras foram concentradas utilizando-se N
gasoso e mantidas em frascos vedados em temperatura de -10°C para uso nos

bioensaios ou analises quimicas.

3.2.3 Bioensaios comportamentais

Os bioensaios para avaliar a atividade biolégica dos extratos de fémeas de D.
speciosa foram realizados em olfatbmetro do tipo ‘Y’, constituido de um tubo principal e
dois tubos laterais de vidro (20 x 3 cm), aos quais sao conectadas camaras contendo os
tratamentos. O fluxo de ar foi promovido por uma bomba de vacuo conectada ao
olfatdmetro, utilizando-se fluxdmetros para controlar a passagem de 1 L/min de ar no

interior do olfatdmetro.

Resposta de machos a fémeas de diferentes idades e seus extratos. No
olfatémetro, avaliou-se a resposta de machos aos os seguintes tratamentos: (i) 10
fémeas de 0-2 dias vs controle (vazio); (ii) extrato de fémea de 0-2 dias (10
equivalentes-fémeas) vs controle (100uL de hexano); (ii) 10 fémeas de 3-5 dias vs
controle (vazio); (iv) extrato de fémeas de 3-5 dias (10 equivalentes-fémeas) vs controle
(100pL de hexano); (v) 10 fémeas de 6-15 dias vs controle (vazio); e (vi) extratos de
fémeas de 6-15 dias (10 equivalentes-fémeas) vs controle (100uL de hexano). Cada um
dos tratamentos foi impregnado em septos de borracha e evaporado utilizando-se N
gasoso em fluxo baixo.

Esses bioensaios foram realizados durante o horario de maior atividade sexual

dos insetos, utilizando machos em idade propicia ao acasalamento, conforme Nardi et
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al.?2, (dados n3o publicados). Machos de D. speciosa (n=40) foram liberados,
individualmente, no tubo principal do olfatbmetro, sendo avaliada a frequéncia de
individuos que se direcionava para cada tratamento. Ao final dos bioensaios, foram
comparadas as respostas de machos em relagdo a fémeas de cada idade e seus

respectivos extratos.

Ritmo diario de respostas de machos aos extratos naturais de fémeas.
Bioensaios foram realizados durante 24 horas, em intervalos de duas horas, liberando-
se machos de D. speciosa (n=40) no olfatbmetro, cujos tubos laterais continham septos
de borracha impregnados com os extratos naturais de fémeas (10 equivalentes-fémeas)
ou o controle (100uL de hexano). Os extratos utilizados foram obtidos a partir de
fémeas que proporcionaram as maiores frequéncias de respostas de machos em
bioensaios anteriores (3-5 ou 6-15 dias). Para cada horario de avaliagéo, foi registrada
a frequéncia de machos que se direcionava para cada tratamento, determinando o ritmo

de respostas aos feromonios de fémeas ao longo do dia.

3.2.4 Resposta eletroantenografica de machos aos extratos naturais de fémeas

Para avaliar as respostas eletroantenograficas de machos de D. speciosa aos
feromonios sexuais foram utilizados extratos de fémeas com 0-2 dias, 3-5 dias e 6-15
dias, os quais foram injetados em cromatoégrafo a gas (Shimadzu GC-2010, coluna DB-
5, J&W Scientific, Folson, California-EUA, 30m x 0.25mm x 0.25um) acoplado a um
sistema de eletroantenografia (Syntech, Hilversum, The Netherlands) (CG-EAG).

As antenas foram extraidas de machos vivos de D. speciosa (3-25 dias de idade)
e fixadas em eletrodos do EAG utilizando-se gel condutor. Os eletrodos foram mantidos
no interior do tubo de vidro conectado ao GC, mantendo-se um fluxo constante (250
mL/min) de ar sintético umedecido para o arraste dos compostos quimicos (Figura 3.1A-
D). Posteriormente, 1 puL do extrato (10 equivalentes-fémeas) foi injetado no GC,
caracterizando-se os compostos ativos de acordo com a diferenca de potencial gerada

*NARDI, C.; LUVIZOTTO, R.AA.G.; PARRA, J.R.P.; BENTO, J.M.S. Comportamento sexual de
Diabrotica speciosa (Germar) (Coleoptera: Chrysomelidae).
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pela vibracdo das antenas diante dos componentes separados pela coluna do
equipamento. No total, foram analisadas as respostas de 5 antenas por tratamento,
sendo que cada antena foi utilizada por um tempo maximo de 30 minutos, periodo
necessario para a corrida de uma amostra no GC-EAG.

Ap0ds a injegdo dos extratos, o forno do cromatégrafo foi mantido em 100°C por um
minuto e elevado a 270°C numa taxa de 10°C por minuto, permanecendo nessa
temperatura por 7 minutos. As respostas eletroantenograficas foram detectadas pela
amplificagdo (50x) com um amplificador AC/DC UM-6 em modo DC (Syntech
Laboratories, Hilversusm, The Netherlands) e gravadas com o Software Syntech GC-
EAD32 (versédo 4.6).

3.2.5 Analise quimica dos extratos naturais de machos e fémeas

A anadlise quimica dos extratos de D. speciosa foi realizada injetando-se uma
aliquota de 1 ul dos extratos (10 equivalentes-insetos) em cromatografo a gas
(Shimadzu GC 17A) contendo coluna capilar DB-5 (J&W Scientific, Folson, Califérnia,
EUA; 30m x 0,25mm x 0,25um). O equipamento foi programado para uma temperatura
inicial de 50°C por 1 minuto com aumento de 7°C por minuto até uma temperatura final
de 250°C, a qual foi mantida por 10 minutos.

Os cromatogramas obtidos pela injecdo dos extratos de machos e fémeas foram
comparados entre si para a detecgdao das diferencas entre os compostos quimicos
liberados por ambos 0s sexos.

Os componentes presentes unicamente nos extratos de fémeas foram
comparados aos compostos ativos em GC-EAG, a partir da co-injegcao dos extratos com
padroes internos de hidrocarbonetos em ambos os equipamentos e posterior calculo do
indice de Kovats (IK).
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3.2.6 Analise estatistica

Os dados referentes aos bioensaios de olfatometria foram analisados pelo teste de
Qui-quadrado (P<0,05), testando-se a hipotese de igualdade entre as frequéncias

observadas e esperadas de individuos que se direcionavam para cada tratamento.

Figura 3.1 - Preparo de antenas de Diabrotica speciosa para eletroantenografia. (A) Excisdo da antena do
macho com lamina; (B) antena de macho montada no suporte do eletroantenograma; (C)
eletrodo inserido no tubo de vidro por onde passam os compostos quimicos separados pela
coluna do cromatografo a gas; (D) cromatdgrafo a gas acoplado a um eletroantenograma

3.3 Resultados

A idade das fémeas influenciou a resposta sexual dos machos de D. speciosa,
sendo que apenas as fémeas com mais de trés dias de idade (3-5 e 6-15 dias) foram
atrativas aos machos, assim como os extratos delas obtidos (Figura 3.2).
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Machos de D. speciosa foram atraidos pelos extratos naturais de fémeas na
maioria dos horarios do dia, com predominancia no inicio da escotofase (18-24h). A
partir do final da noite (2h) até o final da manha (10h), os machos nao diferenciaram
entre o feromoénio sexual e o controle, direcionando-se igualmente para ambos os tubos

laterais do olfatdbmetro (Figura 3.3).

P=0,00 Fémeas6-15d [
P=0,01 Extrato fémeas 6-15 d
P=0,01 Fémeas 3-5d

‘ Controle Extrato fémeas 3-5 d
‘ Controle Fémeas(0-2d
‘ Controle Extrato fémeas 0-2 g
‘ Controle Controle &
1 [IJO BIO SIO 4IO 2IO [IJ EIO 4I0 ESIO SIO 1 EIJO

Frequéncia de respostas (%)

Figura 3.2 - Frequéncia de respostas de machos de Diabrotica speciosa aos extratos de fémeas com
diferentes idades e seus respectivos extratos em olfatbmetro do tipo Y’. (*) Indica diferenca
significativa entre fémeas/extratos e o controle (n= 30; Qui-Quadrado, P<0,05) (T 22+3°C;
UR 70+10%; fotoperiodo de 14:10h)
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Figura 3.3 - Frequéncia de respostas de machos de Diabrotica speciosa aos extratos de fémeas ao longo
do dia, em olfatbmetro do tipo ‘Y’. (*) Indica diferenca significativa entre os extratos e o
controle (n=40; Qui-Quadrado, P<0,05) (T 22+3°C; UR 70+10%; fotoperiodo de 14:10h)

Extratos de fémeas com 3-5 e 6-15 dias proporcionaram respostas
eletroantenograficas de machos em GC-EAG (Figura 3.4). Por outro lado, as antenas
nao mostraram sensibilidade aos extratos de fémeas com menos de 0-2 dias de idade.
Foram caracterizadas respostas eletroantenograficas para seis componentes presentes
nos extratos ativos, sendo que quatro dessas respostas mostraram-se mais intensas
(Figura 3.4).

Os perfis cromatograficos dos extratos naturais de D. speciosa demonstraram que
as fémeas produzem seis compostos quimicos distintos daqueles produzidos pelos
machos (Figura 3.5). Dentre esses compostos, observa-se a existéncia de um
majoritario (Figura 3.5, composto ‘e’) e outros cinco minoritarios (Figura 3.5, compostos
‘a’, ‘b, ‘c,‘d, ).

Pelo indice de Kovats (IK) confirmou-se que os compostos presentes unicamente
nos extratos de fémeas em GC-MS sdo os mesmos componentes que proporcionaram

as respostas eletroantenograficas de machos em GC-EAG.
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Figura 3.4 - (A) Respostas eletroantenograficas de machos de Diabrotica speciosa aos compostos
quimicos presentes nos extratos das fémeas com 3-5 e 6-15 dias de idade; (B)
cromatograma dos extratos naturais de fémeas com 3-5 e 6-15 dias de idade

b
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i M
Machos
P& 180 185 19.0 195 200 205 210 15 730 225

Tempo de retenc&o [min)

Figura 3.5 — Cromatogramas obtidos pela injecdo, em cromatégrafo a gas, dos extratos naturais de
machos e fémeas de Diabrotica speciosa. Letras indicam compostos presentes unicamente
nos extratos de fémeas
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3.4 Discussao

No presente estudo, observou-se que fémeas de D. speciosa emitem compostos
quimicos atrativos aos machos a partir do terceiro dia apés emergéncia. Em condi¢coes
de laboratério, fémeas de 0 a 2 dias de idade e seus respectivos extratos nao
proporcionaram a atragdo de machos, indicando que estas ndao emitem atraentes
sexuais nesse periodo. Esses resultados coincidem com as observagoes
comportamentais realizadas por Nardi et al’ (dados nao publicados), de que a primeira
copula em casais de D. speciosa ocorre somente a partir do terceiro dia de idade. A
analise dos extratos naturais em GC-EAG confirmou os resultados obtidos nos
bioensaios de olfatometria, sendo que apenas os extratos de fémeas com mais de trés
dias estimularam os receptores presentes nas antenas de machos de D. speciosa. A
partir da analise dos perfis cromatograficos, pode-se verificar que os extratos de fémeas
sdo constituidos de seis componentes distintos daqueles presentes nos machos, sendo
um majoritario e os demais minoritarios. Considerando-se tais informacgdes, é possivel
afirmar que as fémeas dessa espécie alcangcam a maturidade sexual a partir do terceiro
dia de idade, quando sao receptivas ao acasalamento e capazes de produzir
feromdnios atrativos aos coespecificos do sexo oposto.

Embora neste trabalho as observacbes comportamentais tenham coincidido com
as analises em GC-EAG, essas informagdes nao corroboram os resultados obtidos por
Ventura et al. (2001). Em bioensaios de campo, esses autores verificaram que fémeas
virgens de 0 a 72 horas foram mais atrativas aos machos quando comparadas com
fémeas mais velhas em armadilhas de campo. Sendo assim, sao necessarios estudos
adicionais de campo que confirmem as observagdes comportamentais obtidas no
laboratorio e avaliem a atividade biolégica dos extratos em campo.

O ritmo diario de resposta dos machos aos extratos naturais de fémeas coincidiu
com as observagcbes comportamentais realizadas por Nardi et al.® (dados néo
publicados), sobre o ritmo de copulas ao longo do dia. Tais pesquisas indicam que os

machos de D. speciosa podem responder aos feromonios durante todo o dia, embora

*NARDI, C.; LUVIZOTTO, R.AA.G.; PARRA, J.R.P.; BENTO, J.M.S. Comportamento sexual de
Diabrotica speciosa (Germar) (Coleoptera: Chrysomelidae).
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com menor intensidade no final da tarde e inicio da noite. Do mesmo modo, a atividade
sexual em casais dessa espécie apresentou 0 mesmo ritmo de ocorréncia. De acordo
com Rosén, Han; Lofstedt (2003), as respostas aos feromoOnios em insetos podem
depender, em maior grau, do ritmo diario de locomogao dos insetos, do que da
sensibilidade dos receptores a tais componentes. Além disso, na presenca do
organismo emissor, € o ritmo circadiano de liberagdo desses componentes que
determina o ciclo de respostas do organismo receptor (BAKER; CARDE, 1979;
HAYNES; BIRCH, 1984). Para D. speciosa, Nava et al. (2004), demonstraram que os
adultos sdo mais ativos no final da fotofase e inicio da escotofase, o que pode explicar
também a maior frequéncia de respostas aos feroménios nesse periodo. No presente
estudo, verificou-se que, embora os machos tenham respondido aos feroménios
durante a maioria dos horarios do dia, a atividade de locomocéao influenciou o niumero
de respostas e o tempo despendido para as escolhas. No final da escotofase, por
exemplo, foi observada uma alta frequéncia de ndo respostas dos machos (=45%),
provavelmente em razdo da sua baixa atividade locomotora n esse periodo.

E importante considerar também que o ritmo de respostas de machos é
dependente do ritmo circadiano relacionado a produg¢ao dos feroménios pelas fémeas,
fator que ndo foi abordado no presente estudo. Entretanto, nos casos em que se
utilizam liberadores de ferombnios em campo, os machos recebem os estimulos
constantemente e, se aptos a responder, sdo atraidos por eles. Sobre esse aspecto,
Dobson; Teal (1986) estudaram o ritmo de respostas de machos aos feromdnios
sintéticos de D. virgifera em campo e concluiram que esses insetos podem responder
aos compostos feromonais durante todo o dia. Além disso, esses autores verificaram
que a temperatura pode influenciar expressivamente o comportamento de machos,
sendo que o seu aumento pode significar uma menor captura. Com relagdo a D.
speciosa, estudos adicionais em campo sdo necessarios para caracterizar o ritmo de
respostas de machos aos extratos de fémeas, bem como a influencia dos fatores

abidticos sobre a frequéncia de respostas.
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4 FEROMONIO SEXUAL DE CONTATO EM Diabrotica speciosa (Germar)
(Coleoptera: Chrysomelidae): EVIDENCIAS COMPORTAMENTAIS

Resumo

Para avaliar a hipétese da ocorréncia de um feromdnio sexual de contato em
Diabrotica speciosa, investigou-se a atividade biolégica de machos aos extratos
naturais de compostos cuticulares de outros machos e fémeas virgens (1 dia) e fémeas
maduras sexualmente (6 dias) nas doses de 1, 2 e 3 equivalentes-insetos em diferentes
solventes (acetona, hexano, cloroférmio e diclorometano). Além disso, a atividade
biolégica do feroménio de atracdo sexual foi comparada com a dos compostos
cuticulares. A acetona foi o solvente que proporcionou as maiores frequéncias de
respostas. Os machos de D. speciosa apresentaram comportamento tipico de corte
quando em contato com os extratos de fémeas, 0 que ndo ocorreu para os extratos de
outros machos. Embora extratos de fémeas imaturas tenham estimulado alguns
machos a copular, a frequéncia de respostas foi baixa e nao diferiu do controle. Para os
extratos de fémeas maduras, as doses mais eficientes em estimular tentativas de
copula foram as de 2 e 3 equivalentes-fémeas, que também proporcionaram maior
tempo de permanéncia, em relagao ao extrato de 1 equivalente-fémea. O feroménio de
atracao sexual ndo apresentou acao de contato quando aplicado isoladamente. O perfil
cromatografico dos compostos cuticulares demonstrou a presenga de componentes
distintos em machos e fémeas. O presente estudo demonstra que fémeas de D.
speciosa produzem, além de um feroménio de atracdo sexual volatii compostos
cuticulares que atuam como feroménio sexual de contato.

Palavras chave: Compostos cuticulares; comportamento sexual; comportamento de
corte; comunicagao quimica

Abstract

To evaluate the hypothesis that a contact sexual pheromone occurs in D. speciosa,
we investigated male biological activity towards natural extracts of cuticular compounds
from other males and virgin females (1 day old) and sexually mature females (6 days
old) at doses of 1, 2 and 3 insect equivalents in different solvents (ketone, hexane,
chloroform and dichloromethane). Moreover, biological activity of the sexual pheromone
was compared with cuticular compounds. The ketone was the solvent that provided
higher response frequencies. D. speciosa males displayed a typical behavior of
courtship when in contact with female extracts what it did not occur when male extracts
were tested. Although immature-female extracts stimulated some males to mate, the
frequency of responses was low and it did not differ from control. In regard to mature-
female extracts, doses that were more efficient in stimulating mate attempts were 2 and
3 female equivalents, what also provided higher time spent in relation to 1- female-
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equivalent extract. Sexual pheromone did not show contact action when isolated
applied. The chromatographic profile of cuticular compounds demonstrated the
presence of distinct compounds in males and females. The current study reveals that D.
speciosa females produce, besides a volatile pheromone for sexual attraction, cuticular
compounds that act as contact sexual pheromone.

Keywords: Cuticular compounds; mating behavior; courtship; chemical communication
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4.1 Introdugao

Os compostos cuticulares produzidos por insetos incluem os lipideos, ésteres,
triglicerideos, hidrocarbonetos, entre outros (WAKU, FOLDI, 1984), os quais podem agir
na comunicagdo inter e intra-especifica, na defesa contra inimigos naturais, nas
interagbes entre castas e no reconhecimento sexual (SINGER, 1998; MANT et al.,
2005, HOWARD et al., 2005). Como feromdnios sexuais, os compostos cuticulares séo
explorados por receptores tateis e gustativos e, sendo pouco volateis, agem apenas em
curtas distancias apds a aproximacao dos parceiros (BIRCH, 1974).

Em Coleoptera, os feromdnios sexuais de contato sao principalmente encontrados
nas espécies de Cerambycidae (ZHANG et al.,, 2003), Curculionidae (LAPOINTE;
HUNTER; ALESSANDRO, 2004; MUTIS et al., 2009) e Bruchidae (NOJIMA et al.,
2007). Em Chrysomelidae, a agdo feromonal desses compostos foi demonstrada para
Leptinotarsa decemlineata (Say) (JERMY; BUTT, 1991; OTTO, 1997); Gastrophysa
atrocyanea Motschulsky (SUGENO; HORI; MATSUDA, 2006), Chrysochus cobaltinus
LeConte (PETERSON et al., 2007) e Phaedon cochleariae (Fabricius) (GEISELHARDT;
OTTE; HILKER, 2009). Machos dessas espécies friccionavam palpos e pernas sobre o
corpo de fémeas como forma de reconhecimento sexual e, uma vez em contato com os
feromdnios secretados por elas, sdo estimulados a iniciar a copula.

Para Diabrotica Chevrolat, os compostos cuticulares foram identificados para
algumas espécies, embora sua agao sobre a comunicagdo quimica nao tenha sido
explorada (GOLDEN, MEINKE, STANLEY-SAMUELSON, 1992). Para essas espécies,
os estudos em ecologia quimica abordam, principalmente, os ferombnios de atragéo
sexual, que agem em longas distancias e sao liberados por meio de membranas
intersegmentais, providas de células epiteliais secretoras e localizadas no abdome
(LEW; BALL, 1979; SPENCER et al., 2009).

Para Diabrotica speciosa (Germar), observagdes comportamentais demonstraram
que, uma vez em posicao de copula, os machos friccionam repetidamente os palpos

sobre os élitros das fémeas antes de introduzir o edeago (NARDI et al.*, dados nao

* NARDI, C.; LUVIZOTTO, R.A.G.; PARRA, J.R.P.; BENTO, J.M.S. Comportamento sexual de
Diabrotica speciosa (Germar) (Coleoptera: Chrysomelidae).
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publicados). Considerando-se que, para outras espécies, essa atividade esta
relacionada a presenga de feroménios sexuais de contato, sugere-se a hipotese de que
os compostos cuticulares de fémeas também apresentem atividade feromonal em D.
speciosa. Neste trabalho, investigou-se a acdo dos compostos cuticulares de fémeas

sobre o comportamento sexual de machos de D. speciosa.

4.2 Material e Métodos

4.2.1 Criacao dos insetos

Os adultos de D. speciosa foram obtidos a partir de criacdo em laboratério,
baseada na metodologia de Milanez (1995) e Avila; Tabai; Parra (2000). As larvas
foram alimentadas com raizes de milho Zea mays L. (‘Suwan’) e mantidas em
recipientes plasticos contendo vermiculita umedecida até a emergéncia de adultos.
Estes foram coletados, separados por sexo e mantidos, isoladamente, em gaiolas
contendo folhas de feijoeiro Phaseolus vulgaris (L.) (‘Carioca’) até atingirem a idade
adequada para a obtencao dos extratos ou para a realizacdo dos bioensaios. A criacao
de D. speciosa e o0s bioensaios foram realizados em salas climatizadas com
temperatura de 22+3°C e umidade relativa de 70+10%. As observagdes
comportamentais foram realizadas sob luz artificial indireta fornecida por uma lampada
de diodo emissor de luz forrada com plastico vermelho (Supergel Rosco®, 4%

transparéncia).

4.2.2 Extragcao dos compostos cuticulares

A fim de caracterizar a existéncia de um feromdnio de contato em D. speciosa e
avaliar a atividade biolégica dos compostos cuticulares, foram preparados extratos de
acetona (Synth, 100% p.a.), dloroférmio (Synth, 100% p.a.), diclorometano (Sigma-
Aldrich, 99,9% p.a.) e hexano (Merck, 100% p.a.). Os compostos cuticulares de D.
speciosa foram obtidos pela excisdao dos élitros de 50 individuos, os quais foram

inseridos em frascos de vidro contendo 1mL de solvente e mantidos sob refrigeragao (-
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10°C) durante 24 horas (Figura 4.1). Apds esse periodo a fragdo liquida foi separada e
concentrada para 500 L, utilizando-se gas nitrogénio em fluxo baixo (<0,1L/min). Cada

extrato foi mantido sob refrigeragéo (-10 °C).

Figura 4.1 - Preparo de extratos dos compostos cuticulares de fémeas de Diabrotica speciosa a partir dos
élitros. (A-B) Exciséo dos élitros; (C) élitros de fémeas mantidos em frascos com solvente
durante 24 horas a -10°C

4.2.3 Extragao dos feroménios de atragao sexual

A coleta dos ferombnios de atragdo sexual de D. speciosa foi realizada por
aeragdo (MILLAR; HAYNES, 1998; ZARBIN et al., 1999), utilizando-se camaras
horizontais de vidro (20 cm comprimento x 7 cm diametro) com aberturas laterais para a
entrada e saida de ar. No interior de cada camara foram mantidas, pelo menos, 30
fémeas de D. speciosa com 6 a 15 dias de idade, submetidas a um fluxo de ar de 1
L/min. Na outra extremidade da camara, foi conectada uma coluna de vidro (7,5 x 0,5
cm) contendo 0,150g de polimero adsorvente (Super Q® 80/100 Mesh, Alltech Assoc.,
IL, USA). O fluxo de ar no interior da camara foi gerado por uma bomba de vacuo e
regulado por fluxbmetros, sendo que todas as conexdes foram montadas com
mangueiras de Teflon® PTFE. Ap6s cada coleta, os tubos com adsorvente foram
retirados e os volateis nele contidos foram eluidos com 2 mL de hexano. As amostras
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foram concentradas utilizando-se N, gasoso e mantidas em frascos vedados em

temperatura de -10°C para utilizagdo nos bioensaios.

4.2.4 Bioensaios comportamentais

Nos bioensaios comportamentais, utilizaram-se bastées de vidro (4 mm didmetro x
30 cm comprimento), cujas extremidades foram banhadas com uma amostra liquida dos
extratos a serem testados, conforme a metodologia descrita por Jermy; Butt (1991).
Esses bastdes foram inseridos, individualmente, em gaiolas contendo 50 machos
virgens de 6-15 dias apds emergéncia, os quais possuiam livre acesso aos tratamentos
(Figura 4.2).

Inicialmente, foram realizados bioensaios para caracterizar a atividade bioldgica
de extratos obtidos com acetona, cloroférmio, hexano ou diclorometano, aplicando-se 2
equivalentes-fémeas do extrato em cada bastdo. Assim, o solvente que proporcionou o
maior numero de respostas foi utilizado para os estudos subsequentes. Apds, foram
realizados bioensaios para caracterizar o efeito da idade, do sexo e da concentragao
dos extratos sobre as respostas comportamentais de machos. Para tanto, avaliou-se a
acao dos compostos de machos e fémeas, imaturos e maduros sexualmente, com 1 e 6

dias ap6s emergéncia, respectivamente, nas doses de 1, 2 e 3 equivalentes-insetos.

Figura 4.2 - Materiais utilizados para caracterizar a atividade bioldgica dos compostos cuticulares de
Diabrotica speciosa. (A) gaiola onde permaneceram 50 machos de 6-15 dias; (B) aplicagao
dos extratos sobre o bastado de vidro (4 mm); (C) gaiola com o bastdo contendo os extratos
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Considerando-se que as fémeas de D. speciosa produzem feromonios de atragao
sexual que agem em longas distancias, buscou-se investigar se esses compostos
também possuem acéo de contato e influenciam o comportamento de machos durante
a corte. Para isso, foram utilizados extratos contendo 2 equivalentes-fémeas do
ferombnio de atracdo sexual, avaliando-se a sua acdo de contato quando aplicado
isoladamente ou em combinagdo com os compostos cuticulares.

Avaliaram-se as respostas obtidas nos bioensaios comportamentais somente para
machos que permaneceram por mais de 5 segundos sobre a extremidade dos bastdes,
sendo registrados os seguintes comportamentos: (i) a friccdo dos palpos e pernas sobre
a superficie do bastao; (ii) a exposi¢cao do edeago; e (iii) o tempo total (segundos) de
permanéncia sobre o bastao (exploragao).

A resposta positiva foi caracterizada para machos que apresentaram
comportamentos de corte, expondo o edeago e realizando tentativas de cépula. Por
outro lado, considerou-se uma resposta negativa aquela cujos machos néo tentaram
copular com os bastbes, mesmo apds permanecer em contato com os extratos por mais
de cinco segundos. Para cada tratamento foram registrados os comportamentos de 40

individuos.

4.2.5 Analise quimica dos extratos

A fim de caracterizar as diferengas entre os compostos cuticulares de machos e
fémeas, injetou-se uma aliquota de 1 ul de cada extrato (10 equivalentes-insetos) em
um cromatégrafo a gas (Shimadzu GC 17A) contendo uma coluna capilar DB-5 (J&W
Scientific, Folson, Califérnia; 30m x 0.25mm x 0.25um). O equipamento foi programado
para uma temperatura inicial de 50°C por 1 minuto com aumento de 7°C por minuto até

uma temperatura final de 250°C, mantida por 10 minutos.

4.2.6 Analise estatistica

As respostas de machos de D. speciosa aos extratos dos compostos cuticulares
foram analisadas pelo teste de Qui-quadrado (P<0,05), testando-se a homogeneidade



68

das proporcdes de respostas positivas e negativas. Para propor¢cées ndo homogéneas,
foi utilizado o teste de comparagdes multiplas de Marascuillo (P<0,05) (MARASCUILLO,
1966; NIST/SEMATECH, 2002). Os dados referentes ao tempo de permanéncia dos
machos sobre os bastdes contendo os estimulos foram avaliados pelo teste de Kruskal
Wallis (P<0,05).

4.3 Resultados

Os compostos cuticulares de fémea apresentaram atividade bioldgica, induzindo os
machos a expor o edeago e realizar tentativas de cépula com os bastdes contendo os
extratos. Apos o primeiro contato com os compostos, os machos apresentaram
comportamentos tipicos de corte, explorando a regido impregnada com os extratos pela
friccdo dos palpos e pernas (Figura 4.3). Primeiramente, os machos mostravam-se
agitados e, apds a exploragao, iniciavam a tentativa de cépula, expondo o edeago em

movimentos bruscos e fixando-se ao bastao com as pernas anteriores € medianas.

Figura 4.3 - Macho de Diabrotica speciosa expondo o edeago em resposta ao estimulo dos compostos
cuticulares de fémeas aplicados sobre um bastao de vidro

O tipo de solvente utilizado para o preparo dos extratos influenciou a resposta dos
machos de D. speciosa (Figura 4.4A, B). A exposigdo do edeago e as tentativas de
cédpula foram mais frequentes quando os machos entraram em contato com os extratos

de acetona e hexano (Figura 4.4A). Por outro lado, os extratos de cloroformio e
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diclorometano proporcionaram baixa frequéncia de respostas (<10%), sendo pouco
efetivos em estimular os machos a copular.

Uma vez em contato com os extratos, os machos exploravam a superficie
impregnada e podiam realizar uma ou varias tentativas de copula. Essas atividades
determinavam o tempo de permanéncia sobre o estimulo, o qual se mostrou superior
quando utilizados os extratos de acetona (Figura 4.4B). Considerando-se a maior
frequéncia de respostas, bem como o maior tempo de permanéncia de machos sobre
os extratos de acetona, esse solvente foi utilizado para a realizagdo dos bioensaios
subsequentes.

Machos de D. speciosa foram capazes de discriminar entre os extratos de seus
coespecificos do mesmo sexo e do sexo oposto, realizando tentativas de cépulas
apenas quando submetidos aos extratos de fémeas e despendendo mais tempo

quando em contato com tais tratamentos (Figuras 4.5; 4.6).
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Respostas de machos de Diabrotica speciosa aos extratos de compostos cuticulares de
fémeas obtidos com acetona, hexano, cloroférmio, diclorometano e controle (bast&o). (A)
Frequéncia de machos que realizaram tentativas de cépula em cada tratamento (n=40,
Marascuillo, P<0,05); (B) tempo de permanéncia de machos sobre bastbes de vidro
contendo cada tratamento (n=40, Kruskal-Wallis, P<0,05). Letras diferentes indicam
diferencas significativas entre os tratamentos. (T 22+3°C; UR 70+10%; fotoperiodo de
14:10h)
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A idade dos adultos e a concentracdo dos extratos influenciaram as respostas dos
machos, sendo que os extratos de fémeas maduras (6 dias) na dose de 2 e 3
equivalentes-insetos foram os mais eficientes em induzir a exposi¢cao do edeago e a
estimular as tentativas de cépula (Figura 4.5). Embora os extratos de fémeas imaturas
tenham estimulado alguns machos a realizar comportamentos de corte, a frequéncia de
tais respostas foi baixa e ndo diferiu do controle nas trés doses utilizadas

Do mesmo modo, o tempo de exploragédo foi superior para extratos de fémeas
maduras, quando oferecidos nas doses de 2 e 3 equivalentes-insetos. Para todas as
doses utilizadas, o tempo de permanéncia dos machos sobre os extratos de fémeas

imaturas, machos imaturos e machos maduros ndo diferiram do controle (Figura 4.6).
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Figura 4.5 - Frequéncia de machos que realizaram tentativas de cépula quando submetidos a 1, 2 e 3
equivalentes-insetos (E.l.) do extrato de fémeas recém emergidas (1 dia), de fémeas
maduras (6 dias), de machos recém emergidos (1 dia), de machos maduros (6 dias) ou
controle (acetona). Letras diferentes indicam diferengas significativas entre os tratamentos
para cada concentracao (n=40; Marascuillo P<0,05) (T 22+3°C; UR 70+10%; fotoperiodo de
14:10h)
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Figura 4.6 - Tempo de permanéncia de machos de Diabrotica speciosa sobre os bastdes contendo
extratos dos compostos cuticulares de fémeas recém emergidas (1 dia), de fémeas
maduras (6 dias), de machos recém emergidos (1 dia), de machos maduros (6 dias) e
controle (acetona), oferecidos nas doses de 1, 2 e 3 equivalentes-insetos. Letras diferentes
indicam diferengas significativas entre os tratamentos (n=40, Kruskal Wallis; P<0,05) (T
22+3°C; UR 70+10%; fotoperiodo de 14:10h)
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O ferombnio de atragdo sexual ndo apresentou atividade biolégica em curtas
distancias, quando aplicado isoladamente (Figura 4.7), sendo que o tempo despendido
pelos machos para explorar esses compostos foi inferior aquele destinado aos
compostos cuticulares (Figura 4.8). Embora tenha sido observado um pequeno
incremento na frequéncia de respostas dos machos quando oferecida uma combinacao
de ambos os extratos, esse incremento n&o foi significativo, quando comparado com as

respostas proporcionadas pelos compostos cuticulares isolados (Figura 4.8).
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Figura 4.7 - Frequéncia de machos de Diabrotica speciosa que realizaram tentativas de cépula com
bastdes de vidro contendo extratos de feromdnios de atragdo, de compostos cuticulares e
de feromédnios de atragdo + compostos cuticulares produzidos por fémeas Letras diferentes
indicam diferengas significativas entre os tratamentos (n=40; Marascuillo, P<0,05) (T
22+3°C; UR 70+10%; fotoperiodo de 14:10h)
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Figura 4.8 - Tempo de permanéncia de machos de Diabrotica speciosa sobre os bastdes contendo
extratos dos compostos cuticulares de fémeas recém emergidas (1 dia), de fémeas
maduras (6 dias), de machos recém emergidos (1 dia), de machos maduros (6 dias) e
controle (acetona). Letras diferentes indicam diferengas significativas entre os tratamentos
(n=40, Kruskal Wallis; P<0,05) (T 22+3°C; UR 70+10%; fotoperiodo de 14:10h)

A analise quimica indicou diferengas expressivas entre os componentes presentes
em extratos de machos e fémeas de D. speciosa (Figura 4.9). Extratos de fémeas
demonstraram a presenca de trés substancias distintas daquelas presentes nos seus
coespecificos do sexo oposto. Por outro lado, seis substancias foram verificadas
unicamente nos machos, aparentemente em maiores quantidades em relagdo aquelas

verificadas nos extratos de fémeas.
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Figura 4.9 - Analise cromatografica dos compostos cuticulares de machos e fémeas de Diabrotica
speciosa. Setas indicam compostos distintos presentes nos extratos de machos e fémeas

4.4 Discussao

Machos de D. speciosa apresentaram comportamentos tipicos de corte quando
entraram em contato com os compostos cuticulares de fémeas, sendo que a sequéncia
de atividades coincidiu com aquela descrita para machos em contato com fémeas vivas
(NARDI et al.’, dados nao publicados). Em ambas as situaces, os machos mostraram-
se agitados, realizando movimentos bruscos e friccionando os palpos e pernas
anteriores sobre a area contendo os estimulos sexuais. Esse tipo de comportamento
durante a corte tem sido verificado para espécies de Curculionidae (LAPOINTE;
HUNTER; ALESSANDRO; 2004), Cerambycidae (ZHANG et al., 2003; IBEAS et al.,
2008; 2009), Buprestidae (LELITO et al., 2009) e Chrysomelidae (JERMY; BUTT, 1991;
OTTO, 1997). Considerando-se que o0s compostos cuticulares possuem baixa
volatilidade e sao reconhecidos em curtas distancias, o uso das antenas, palpos e
pernas para o contato com as fémeas sugere a presenca de quimioreceptores nessas

estruturas. Embora nenhum estudo tenha sido realizado para elucidar essa questéo,

>NARDI, C.; LUVIZOTTO, R.A.G.; PARRA, J.R.P.; BENTO, J.M.S. Comportamento sexual de
Diabrotica speciosa (Germar) (Coleoptera: Chrysomelidae).
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Lelito et al. (2009) comentaram que as antenas de machos de Agrilus planipennis
Fairmaire (Coleoptera: Buprestidae) parecem possuir sensilas especificas para o
reconhecimento dos feroménios sexuais de contato. Do mesmo modo, o contato
repetido dos tarsos de A. planipennis com os élitros das fémeas indica que essa
estrutura também esteja envolvida na recepgéo dos estimulos quimicos de contato.

Para D. speciosa, as antenas parecem nao influenciar o reconhecimento dos
compostos cuticulares. Embora os machos movimentem vigorosamente essas
estruturas durante a pré-copula, ndo foi observada a exploragdo dos extratos
diretamente pelo contato. Por outro lado, os palpos e pernas anteriores parecem
exercer um papel importante durante a corte, pois os machos as friccionam
repetidamente sobre os élitros das fémeas, ou sobre os extratos dos feromdnios
sexuais de contato.

A resposta diferencial de machos aos extratos de fémeas com idades distintas
sugere que a maturagao sexual influencie a producdo desses compostos, uma vez que
fémeas com 6 dias de idade foram mais efetivas em estimular a resposta de machos.
De acordo com Nardi et al.® (dados n3o publicados), casais de D. speciosa com idade
inferior a 3 dias ndo apresentam atividade de copula. No presente estudo, mesmo que
as respostas dos machos aos extratos de fémeas imaturas tenham sido baixas, elas
demonstraram a presenca de um estimulo quimico nas fémeas com essa idade. No
entanto, considerando-se que tais respostas foram menos frequentes do que as
verificadas para fémeas maduras, sugere-se que o0s compostos apresentem
caracteristicas qualitativas e/ou quantitativas distintas em fémeas de diferentes idades.
De acordo com Lapointe; Hunter; Alessandro (2004), o padrédo de produgédo dos
compostos cuticulares em Diaprepes abbreviatus (L.) (Coleoptera: Curculionidae)
também foi dependente da maturidade sexual dos adultos. Nesses insetos, embora as
aberturas glandulares tenham sido evidenciadas em fémeas imaturas e maduras
sexualmente, os autores demonstram que apenas insetos maduros produzem as

secregdes serosas pelos élitros.

®NARDI, C.; LUVIZOTTO, R.AA.G.; PARRA, J.R.P.; BENTO, J.M.S. Comportamento sexual de
Diabrotica speciosa (Germar) (Coleoptera: Chrysomelidae).
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Embora a identificagdo quimica dos compostos cuticulares de D. speciosa nao
tenha sido realizada no presente trabalho, verificou-se que a extragdo com solvente
possibilitou a caracterizagao das diferengas entre os extratos de machos e fémeas.
Assim como verificado para espécies de Cerambycidae (IBEAS et al.,, 2009) e
Curculionidae (MUTIS et al.,, 2009), os machos de D. speciosa, aparentemente,
apresentaram uma diversidade maior de compostos.

Considerando-se que as fémeas de D. speciosa produzem um feromébnio de
atracao sexual que age em longas distancias, buscou-se testar a hipotese de que esses
compostos estivessem exercendo uma acao de contato e influenciando as respostas de
machos. Neste estudo, a extracdo dos compostos cuticulares foi realizada apenas dos
élitros de fémeas, o que garantiu a auséncia dos ferombnios de atracdo sexual nos
extratos testados, uma vez que estes sdo emitidos por uma estrutura localizada nos
ultimos uroesternitos (LEW; BALL, 1979). Em bioensaios comportamentais utilizando
feromdnios de atracdo sexual em comparagdo com compostos cuticulares, confirmou-
se que estes ultimos s&o os unicos a estimular os machos a realizar atividades de corte.
Um padrédo semelhante de emissédo de feroménios também ocorre para Tenebrio molitor
L. (Coleoptera: Tenebrionidae) e Callosobruchus maculatus (Fabricius) (Coleoptera:
Bruchidae), cujas fémeas produzem compostos volateis como feroménios de atragao
sexual e compostos cuticulares que agem somente apds o contato com o parceiro
(TANAKA et al.,, 1986; NOJIMA et al., 2007). Em T. molitor, Tanaka et al. (1986)
demonstraram que, embora sejam volateis, os ferombnios de atracdo sexual
incrementam as respostas dos machos, em curtas distancias, quando combinados com
os feromonios sexuais de contato. Provavelmente, esse incremento das respostas seja
devido ao maior numero de machos que, atraidos pelo ferombnio de atragao, teve
acesso ao feroménio de contato. Para D. speciosa, embora a combinagao do feromonio
de atracdo e dos compostos cuticulares tenha aumentado, em cerca de 15%, as
respostas de machos, esse incremento ndo apresentou-se significativo. Desse modo, o
presente estudo demonstra, com evidéncias comportamentais, que os compostos
cuticulares de fémeas de D. speciosa agem como um feroménio sexual de contato e

independem da acao dos feromonios de atragao sexual.
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O tempo de permanéncia dos machos sobre os bastdes contendo os feroménios
de contato demonstrou que estes estimulam os insetos a permanecer sobre os
estimulos oferecidos. Considerando-se essa capacidade dos compostos cuticulares em
reter os machos, é possivel que esses componentes possam ser utilizados em
armadilhas de captura. Embora ndo se conhega nenhum exemplo de utilizacido dos
ferombnios sexuais de contato em campo, estudos podem ser realizados para
investigar se esses componentes podem ser associados a atraentes que agem em
longas distancias (ex. armadilhas atrai e mata) e, assim, incrementar a eficiéncia de
captura destas.

Para algumas espécies de Diabrotica, os compostos cuticulares foram isolados e
sua estrutura quimica identificada (GOLDEN; MEINKE; STANLEY-SAMUELSON,
1992). Entretanto, esses estudos foram realizados unicamente com o objetivo de
caracterizar as diferengas especificas, sem mencionar a atividade biolégica dos
componentes. Para Diabrotica spp, a identificacdo dos compostos cuticulares pode
esclarecer aspectos importantes sobre sua ecologia quimica. Considerando-se que o
feroménio sexual propanoato de 8R-metil-2R-decenila promove a atracdo de machos
de varias espécies do grupo virgifera, Spencer et al. (2009) comentam que outros
fatores podem ser os responsaveis pelo isolamento reprodutivo dessas espécies. Do
mesmo modo, Chuman et al. (1987) sugerem que 0 mesmo ocorre para as especies do
grupo fucata, cujo feroménio sexual ¢é estruturalmente semelhante a 6,12-
dimetilpentadecan-2-ona. Nesse sentido, estudos adicionais sobre os compostos
cuticulares presentes em Diabrotica spp. podem ser realizados para caracterizar a sua

relagdo com os mecanismos de isolamento reprodutivo em Diabrotica.
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5 EFEITO DA HERBIVORIA FOLIAR, RADICULAR E SIMULTANEA EM MILHO SOBRE O
COMPORTAMENTO DE SELECAO HOSPEDEIRA PARA OVIPOSICAO EM Diabrotica
speciosa (Germar) (Coleoptera: Chrysomelidae)

Resumo

No presente trabalho, investigou-se a hipotese de que fémeas gravidas de D.
speciosa utilizam os volateis de plantas de milho sadias e induzidas pela herbivoria de
seus coespecificos imaturos e adultos, para realizar a selecdo hospedeira para
oviposigao. Para isso, quantificou-se a resposta de fémeas de D. speciosa aos volateis
dos seguintes tratamentos: (i) plantas sadias; (ii) plantas induzidas por herbivoria
radicular (danificadas por larvas); (iii) plantas induzidas por herbivoria foliar (danificadas
por adultos); e (iv) plantas induzidas por herbivoria simultdnea (danificadas por larvas e
adultos). Além disso, foi avaliado se as fémeas seriam capazes de identificar as
condi¢cbes de competicdo e de adequacao hospedeira para a prole a partir dos sinais
quimicos emitidos pelas plantas. Os resultados indicaram que a presenca de
coespecificos de D. speciosa em plantas de milho ocasionou a emisséo de volateis que
influenciaram a sele¢cdo hospedeira para oviposigdo. Fémeas gravidas evitaram plantas
atacadas por larvas (herbivoria radicular). O mesmo foi observado para plantas com
herbivoria simultanea (radicular+foliar), no entanto, somente por um periodo inferior a 6
horas. A indugao por herbivoria foliar, quando realizada isoladamente, nao influenciou o
comportamento de selegdo hospedeira de fémeas. O ganho de peso foi maior em
larvas mantidas em plantas sadias que em plantas induzidas por herbivoria radicular ou
simultanea, sugerindo que a preferéncia das fémeas esta relacionada a performance da
sua progénie.

Palavras-chave: Semioquimicos; volateis de plantas; insetos subterraneos; interacao
planta-inseto; comportamento de oviposigao

Abstract

In the current work, we investigated the hypothesis that D. speciosa gravid females
use volatiles derived from health maize plants and herbivore-induced plants under
attack of their conspecific immatures and adults in host selection for oviposition. In order
to that, response of D. speciosa females to volatiles was quantified to the following
treatments: (i) health plants; (ii) plants induced by root herbivory (damaged by larvae);
(iii) plants induced by leaf herbivory (damaged by adults); and (iv) plants induced by
simultaneous herbivory (damaged by larvae and adults). Furthermore, we assessed if
females were able to identify conditions of competition and host adequacy to offspring
by means of chemical cues emitted by these plants. The results indicated that the
presence of D. speciosa conspecifics on maize plants triggered the emission of volatiles
which influenced host selection for oviposition. Gravid females avoided plants induced
by larval attack (root herbivory). The same effect was observed in plants induced by
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simultaneous herbivory (root+leaf), however, only at time intervals prior to 6 hours. The
leaf herbivory induction, separately, did not influence the host selection behavior of
females. The weight gain was higher in larvae kept on health plants than on plants
induced by root or simultaneous herbivory, suggesting that female preference is related
to its offspring performance.

Keywords: Semiochemicals; plant volatiles; belowground insects; plant-insect
interaction; oviposition behavior
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5.1 Introdugao

Para muitos insetos herbivoros, a selegao hospedeira para oviposicao tem um
forte impacto sobre a dinamica populacional e o sucesso reprodutivo dos individuos
(HASSEL, 1987; PEARMAN; WILBUR, 1990; MAYHEW, 1997), uma vez que pode
afetar o acesso dos imaturos ao hospedeiro, seu desenvolvimento e sua sobrevivéncia
(RESETARITS; WILBUR, 1989). Durante o processo de busca, as fémeas podem
utilizar sinais fisicos e quimicos do hospedeiro e, de acordo com a teoria da otimizacao
da oviposicao, selecionam aqueles mais apropriados para o desenvolvimento da
progénie (JAENIKE, 1978).

Dentre os sinais quimicos utilizados para a selecao hospedeira de insetos, os
volateis induzidos pela herbivoria sdo os mais importantes, pois podem indicar a
qualidade nutricional da planta, além da presenca de competidores ou de inimigos
naturais (KARBAN; BALDWIN, 1997; DICKE, 2000; DICKE; VAN LOON, 2000;
RANDLKOFER; BERMAIER; MEINERS, 2007). Nos ultimos anos, diversos estudos tém
mostrado o papel dos volateis induzidos de plantas sobre o comportamento de selegao
hospedeira de insetos, embora a maioria dessas pesquisas tenha sido realizada com
espécies cujos imaturos e adultos sado herbivoros foliares (MAYHEW, 1997;
BERNASCONI et al., 1998; ROSTAS; HILKER, 2002; WISE; WEINBERG, 2002).
Entretanto, mais recentemente, tem-se investigado as interagdes de insetos rizéfagos e
fitofagos que compartiham a mesma planta hospedeira (VAN DAM et al., 2003; VAN
DAM; BEZEMER, 2006; SOLER et al., 2007; RASMANN; TURLINGS, 2007). Nesse
sistema, os volateis induzidos adquirem ainda mais importancia, uma vez que a
presenca de herbivoros nas raizes pode ocasionar a emissdo de compostos em toda a
planta e influenciar o comportamento dos organismos que vivem na parte aérea
(BEZEMER et al., 2003; WACKERS; BEZEMER, 2003). Dessa forma, a planta torna-se
um canal de comunicagcédo entre o ambiente subterrdneo e o aéreo (SOLER et al.,
2009).

De acordo com Johnson et al. (2006), a compreensao do papel dos volateis
induzidos de plantas sobre o comportamento de selecdo hospedeira para oviposi¢ao

pode significar a chave para o manejo de insetos de solo, principalmente de espécies
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cujos imaturos sao rizofagos e os adultos fitéfagos de uma mesma planta. Para estes, o
periodo em que ocorre a selecdo do hospedeiro pela fémea e o primeiro deslocamento
dos imaturos seriam os momentos ideais para o controle populacional. Além disso, o
uso dos volateis que determinam a preferéncia de oviposi¢cao pode ser uma ferramenta
importante para evitar a imigracdo de fémeas gravidas em areas de cultivo.

Para Diabrotica spp., a comunicagao quimica mediada pelos volateis induzidos de
plantas ja foi descrita para algumas espécies (HAMMACK, 1997; 2001; HAMMACK et
al., 1999). Volateis de milho, por exemplo, podem ocasionar a atracéo ou repeléncia de
fémeas e machos em grandes areas agricolas. De acordo com Hammack et al. (1999) e
Boriani et al. (2006), os compostos cuja repeléncia foi comprovada podem ser
empregados em areas marginais aos cultivos, a fim de prevenir a colonizagao por
fémeas gravidas. Por outro lado, volateis atraentes podem ser utilizados para a captura
das fémeas e, consequentemente, reduzir o numero de ovos depositados.

Diabrotica speciosa (Germar) € um crisomelideo cujas larvas sé&o subterraneas e
alimentam-se, principalmente de raizes de milho (HAJI, 1981; MARQUES; AVILA;
PARRA, 1999; AVILA; MILANEZ, 2004), enquanto que os adultos sao fitéfagos e pode
alimentar-se de uma ampla gama de hospedeiros, entre eles, o proprio milho (AVILA;
MILANEZ, 2004). Para essa espécie, Milanez (1995) demonstrou que as fémeas
preferem ovipositar préximo a plantas de milho, embora selecionem outras plantas para
alimentacdo. Além disso, esse autor verificou que os imaturos de D. speciosa
apresentam melhor performance quando alimentados com raizes de milho, onde
apresentaram maiores niveis de sobrevivéncia e ganho de peso. Sendo assim, sugere-
se que o comportamento de oviposicdo das fémeas esteja relacionado ao melhor
desempenho dos imaturos, de acordo com a ‘teoria da otimizagdo da oviposicao’
(JAENIKE, 1978).

No presente trabalho, investigou-se a hipotese de que fémeas de D. speciosa
utilizam os volateis induzidos de plantas de milho ao realizar a selecdo hospedeira para
oviposicdo. Considerando-se que as larvas subterrdneas dessa espécie apresentam
mobilidade reduzida e sua sobrevivéncia depende da escolha das fémeas para
oviposigao, estudou-se também se estas fémeas sao capazes de identificar condi¢des

de competicdo a partir dos sinais quimicos emitidos por plantas de milho. Para isso, foi
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avaliado se a presenca de coespecificos adultos e/ou imaturos nessas plantas
influencia o comportamento de oviposicdo de D. speciosa. Adicionalmente, investigou-
se se a selegcdo dessas fémeas é baseada na performance dos imaturos quando
alimentados em plantas sadias ou induzidas, comparando-se o ganho de peso das

larvas com a resposta das fémeas.
5.2 Material e métodos
5.2.1 Criagao dos insetos

Os individuos de D. speciosa foram obtidos a partir de criacdo em laboratério,
baseada na metodologia de Milanez (1995) e Avila; Tabai; Parra (2000). Larvas e
adultos foram alimentados com raizes de milho, Zea mays L. (‘Suwan’) e folhas de
feijao, Phaseolus vulgaris (L.) (‘Carioca’), respectivamente. Adultos foram mantidos em
gaiola plastica (40 x 30 x 40 cm) contendo plantas de feijao e substrato de oviposicao,
constituido de um recipiente circular (10 x 1,5 cm) forrado com gaze preta umedecida.
Em intervalos de dois dias, os ovos foram coletados, tratados com solugao de sulfato de
cobre pentahidratado (CuS04.H20) a 1%, por dois minutos, e transferidos para placas
de Petri (9 x 1 cm), onde permaneceram até a eclosédo. As larvas recém-eclodidas
foram inoculadas sobre sementes de milho pré-germinadas e mantidas, até a
emergéncia, em recipientes plasticos preenchidos com vermiculita esterilizada
umedecida (1 parte vermiculita: 2 partes agua). Para a criagdo de D. speciosa, assim
como para a realizagdo dos bioensaios, os insetos foram mantidos em salas
climatizadas sob temperatura de 22+3°C, umidade relativa de 70+10% e fotoperiodo de
14L:10E.

5.2.2 Cultivo das plantas
Sementes de milho pré-germinadas foram inseridas em recipientes plasticos (250

mL) contendo substrato comercial Basiplant® e umedecidas diariamente. As plantas

utilizadas nos bioensaios foram mantidas em casa de vegetagao até o estagio em que
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apresentavam duas folhas parcialmente desdobradas e a terceira em inicio de brotacao
(Figura 5.1A-C). Aquelas destinadas aos bioensaios de performance de larvas foram
transferidas para novos recipientes quando apresentavam uma folha aberta e a
segunda em inicio de brotacdo. Neste momento, essas plantas foram retiradas do
substrato, lavadas cuidadosamente e inseridas em recipientes (250 mL) contendo
vermiculita umedecida (1 parte vermiculita: 2 partes agua), onde permaneceram até o
estagio apropriado. A transferéncia das plantas foi realizada, pelo menos, trés dias
antes dos bioensaios, buscando-se evitar qualquer influéncia da manipulagdo sobre a
emissao de volateis (HILTPOLD; TURLINGS, 2008).

Figura 5.1 — Cultivo de plantas de milho (Zea mays) para a realizacdo dos bioensaios de selecao
hospedeira para oviposicdo em Diabrotica speciosa. (A) Semente de milho pré-germinada;
(B) plantulas de milho em desenvolvimento, mantidas em casa de vegetagao; (C) plantas
em estagio apropriado para uso nos bioensaios (duas folhas expandidas)

5.2.3 Indugao das plantas

As plantas utilizadas nos bioensaios comportamentais foram submetidas, ou nao,
a herbivoria, sendo obtidos os seguintes tratamentos: (i) plantas sadias; (ii) plantas

induzidas por herbivoria radicular (danificadas por larvas); (iii) plantas induzidas por
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herbivoria foliar (danificadas por adultos); e (iv) plantas induzidas por herbivoria
simulténea (danificadas por larvas e adultos).

As plantas sadias foram mantidas sem danos, enquanto que as induzidas por
herbivoria radicular foram obtidas inserindo-se 20 larvas de segundo e terceiro instares
de D. speciosa por recipiente de cultivo (Figura 5.2A; B). Os danos nas folhas foram
ocasionados, colocando-se 20 adultos recém-emergidos de D. speciosa em gaiolas de
papel (5 cm comprimento x 5 cm largura) sobre a segunda folha da planta (Figura
5.2C). Por sua vez, os danos simultaneos foram ocasionados por 20 larvas nas raizes e
20 adultos nas folhas.

Os adultos e larvas destinados a indugao foram colocados em contato com a
planta 1 hora e 2 horas antes dos bioensaios, respectivamente, visando a ambientagao
e locomocgao inicial. Para as plantas induzidas por herbivoria foliar, a area ocupada pela
gaiola de papel, a qual continha os adultos foi retirada antes do inicio dos bioensaios, a
fim de evitar que estimulos dos coespecificos influenciassem o comportamento das

fémeas.

Figura 5.2 - Plantas de milho (Zea méys) utilizadas nos bioensaios comportamentais de Diabrotica
speciosa. (A) planta sadia; (B) insercédo de larvas no substrato para a indugéo radicular; (C)
gaiola de papel para a manutencao de adultos e indug&o por herbivoria foliar

5.2.4 Comportamento de selegdao hospedeira para oviposi¢cao

Bioensaios em olfatometro. Para investigar o efeito dos volateis da plantas de

milho sobre o comportamento de selecdo hospedeira para oviposi¢cao de D. speciosa



90

foram realizados bioensaios em olfatdmetro de vidro do tipo ‘Y’, constituido de um tubo
principal e dois tubos laterais de vidro (20 x 3 cm), aos quais foram conectadas camaras
contendo os tratamentos. As plantas foram mantidas em camaras de vidro conectadas
ao olfatdmetro por mangueiras de silicone. O fluxo de ar de 1 L/min foi promovido por
uma bomba de vacuo e controlado por fluxdmetros conectados ao olfatdmetro,
permitindo passagem do ar pelos tubos laterais e a chegada dos odores ao tubo

principal (Figura 5.3).

Fluxémetro

Bomba de vacuo ‘

Filtro de carviao . g
T Camara com os tratamentos

Umidificador

a'r <€— Saidadear

Figura 5.3 - Sistema de olfatometria utilizado nos bioensaios para avaliar a preferéncia de fémeas
acasaladas de Diabrotica speciosa por plantas de milho sadias ou induzidas pela herbivoria
foliar, radicular e subterranea

A atratividade das fémeas gravidas foi avaliada comparando-se a preferéncia
destas em relacido a plantas sadias ou induzidas. Para tanto, os recipientes de cultivo
(recipiente + substrato + planta) contendo as plantas foram dispostos nos tubos laterais
do olfatbmetro, obedecendo a seguinte combinagdo de tratamentos: (i) planta sadia vs

planta induzida por herbivoria foliar; (ii) planta sadia vs planta induzida por herbivoria
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radicular; (iii) planta sadia vs planta induzida por herbivoria simultanea; e (iv) planta
sadia vs planta sadia.

Nos bioensaios de olfatometria, considerou-se que as plantas de milho danificadas
pelo herbivoro emitem misturas de volateis cuja composi¢cédo varia ao longo do tempo
(TURLINGS et al., 1998). Sendo assim, os tratamentos de indug&o por herbivoria foram
realizados nos seguintes intervalos antes do inicio dos bioensaios: 0-2, 2-4, 4-6, 6-8, 8-
10, 10-12h.

No tubo principal do olfatdmetro foram liberadas, individualmente, 40 fémeas
gravidas de D. speciosa, avaliando-se 0 numero de individuos que se direcionou para
cada um dos tratamentos. Os bioensaios foram realizados entre as 14 e 18 horas,
horario em que as fémeas apresentam maior atividade de oviposi¢cao, de acordo com
observagbes comportamentais prévias (Nardi, et al.”, dados nzo publicados). Desse
modo, buscou-se explorar os horarios que, possivelmente, os insetos realizam a

selecao hospedeira para oviposi¢ao.

Bioensaios em gaiola. A preferéncia de fémeas de D. speciosa para oviposigao
também foi caracterizada em experimentos de gaiola (60 x 50 x 50 cm), onde foram
inseridos recipientes plasticos (250 mL) contendo as plantas (recipiente + substrato +
planta) ou o tratamento controle (recipiente + substrato) (Figura 5.4A). Na abertura de
cada recipiente foi inserido o substrato de oviposi¢cdo, composto por trés gases de
coloracao preta (MILANEZ, 1995) umedecidas uniformemente (20 mL agua).

Para evitar que as fémeas se alimentassem do milho, cada planta foi envolvida
com uma protec¢ao de tecido de fild, o qual permitia a passagem dos volateis emitidos
pelas plantas e evitava a herbivoria foliar e o contato com a superficie das folhas
(Figura 5B). As fémeas foram alimentadas com graos de pdlen, os quais foram
oferecidos em tubos circulares (0,5 cm didmetro x 0,2 cm altura) colocados sobre cada
um dos substratos de oviposicao (Figura 5.4B).

No interior da gaiola, 25 fémeas gravidas de D. speciosa foram liberadas, onde

permaneceram por 24 horas e tiveram acesso as seguintes combinagdes de

"NARDI, C.; LUVIZOTTO, R.A.G.; BENTO, J.M.S. Ritmo diario de alimentagéo e oviposicio de
Diabrotica speciosa (Germar) (Coleoptera: Chrysomelidae).
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tratamentos: (i) planta sadia vs planta induzida por herbivoria foliar vs controle (somente
substrato de oviposicdo); (ii) planta sadia vs planta induzida por herbivoria radicular vs
controle; e (iii) planta sadia vs planta induzida por herbivoria simultdnea vs controle
(Figura 5.4C).

ApoOs 24 horas, as fémeas foram retiradas das gaiolas e os substratos de
oviposigédo foram lavados, individualmente, sobre uma peneira de voile, onde os ovos
ficaram retidos. Esses ovos foram coletados, inseridos em placas de Petri e
contabilizados em microscopio estereoscépio, registrando-se o numero de ovos
depositados pelas fémeas em cada um dos tratamentos.

Para cada uma das combinacdes de tratamentos foram realizadas quatro

repeticdes de forma casualizada ao longo do tempo.

.“r,. : :

-
Figura 5.4 - (A) Gaiola onde foram realizados os bioensaios comportamentais relativos ao comportamento
de oviposicao de fémeas de Diabrotica speciosa mediante os volateis de plantas de milho
induzidas pela herbivoria foliar, radicular e simultanea; (B) recipiente de plantio contendo uma

planta de milho, o substrato de oviposi¢cdo e pdlen, como alimento; (C) disposicdo dos
tratamentos no interior da gaiola durante os bioensaios com chance de escolha

5.2.5 Performance das larvas

Para testar a hipdtese de que a selecdo hospedeira para oviposicdo esta
relacionada a performance dos imaturos, foram realizados bioensaios avaliando a
sobrevivéncia e o ganho de peso de larvas quando alimentadas com plantas sadias,
plantas induzidas por herbivoria foliar, radicular ou simultdnea. Nas plantas induzidas

por herbivoria radicular, as raizes foram envolvidas por um envoltério de tecido voile
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(5 x 7 cm), o qual permitia a passagem de parte das raizes e separava as larvas
utilizadas para indugédo daquelas a serem avaliadas (Figura 5.5A-F). Em cada planta, os
danos foram realizados mantendo-se as larvas e/ou adultos nas plantas durante todo o
periodo.

No inicio dos bioensaios, larvas recém emergidas de D. speciosa foram pesadas e
inoculadas, individualmente, no recipiente de cultivo de milho, onde permaneceram por
sete dias. Passado esse periodo, as larvas foram retiradas do substrato e pesadas
novamente. Para cada tratamento, foram realizadas 15 repeticbes, avaliando-se a

sobrevivéncia e o ganho de peso das larvas.

5.2.6 Analise Estatistica

Os dados referentes aos bioensaios de olfatometria foram submetidos a analise do
qui-quadrado (P<0,05), comparando-se os insetos que se direcionaram para plantas
induzidas ou plantas sadias. O numero de ovos depositados pelas fémeas e o ganho de
peso das larvas alimentadas em plantas de milho sadias ou induzidas foram

comparados pelo teste de Kruskal Wallis (P<0,05).
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Figura 5.5 - Recipientes para manutengéo das plantas induzidas pela herbivoria radicular de milho para a
realizagdo dos bioensaios de performance de larvas de Diabrotica speciosa: (A) transferéncia
das plantas para pacotes de voile; (B) preenchimento dos recipientes de cultivo com
vermiculita; (C) recipientes de cultivo; (D) inoculagéo das larvas para indugédo das plantas de
milho; (E) larvas de D. speciosa inoculadas; (F) recipientes de cultivo preparados para a
montagem dos bioensaios

5.3 Resultados

Os volateis de plantas de milho influenciaram a sele¢do hospedeira de fémeas
gravidas de D. speciosa, uma vez que estas demonstraram resposta diferencial as
plantas sadias e submetidas a indugdo (Figura 5.6). As fémeas foram capazes de
identificar a presenga de coespecificos imaturos, evitando plantas com raizes

previamente atacadas e preferindo as plantas sadias. Esse comportamento foi
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evidenciado para todos os tempos de indugéo avaliados (Figura 5.6A). Por outro lado, a
indugdo por herbivoria foliar ndo influenciou a escolha de fémeas gravidas, uma vez
que estas se direcionaram igualmente para plantas induzidas e sadias, independente
do periodo de indugdo (Figura 5.6B). Para as plantas submetidas a herbivoria
simultdnea de folhas e raizes, os periodos de inducdo influenciaram a resposta de
fémeas de D. speciosa, as quais evitaram as plantas induzidas por 2 a 6 horas e
preferiram direcionar-se para as plantas sadias (Figura 5.6C). Entretanto, a indugao
simultanea ocasionada por mais de 6 horas nao proporcionou a resposta diferencial de
fémeas, que se direcionaram igualmente para plantas induzidas e sadias.

Os resultados dos bioensaios em gaiolas corroboraram os obtidos nos testes de
olfatometria, sendo que as fémeas apresentaram uma evidente rejeicao pelas plantas
atacadas por larvas, depositando a maioria dos ovos sob plantas sadias (¥, P=0,04)
(Figura 5.7A). O numero de ovos depositados sob plantas induzidas por herbivoria foliar
mostrou-se semelhante aquele depositado em plantas sadias (y?, P=1,00), confirmando
que a presencga de coespecificos adultos nas folhas nao inibe a oviposi¢ao das fémeas
de D. speciosa (Figura 5.7B). Do mesmo modo, a preferéncia pela oviposicado também
nao foi influenciada pela indugao simultdnea na raiz e na parte aérea das plantas de
milho (3%, P=0,06) (Figura 5.7C).

A sobrevivéncia de larvas de D. speciosa aproximou-se de 95% para todos os
tratamentos, ndo sendo evidenciadas diferencgas entre eles. Entretanto, larvas mantidas
em plantas de milho sadias apresentaram ganho de peso superior, quando comparadas
com aquelas mantidas em plantas induzidas por herbivoria radicular (Xz, P=0,0004) e
simultanea (%, P=0,00007) (Figura 5.8). Por outro lado, o ganho de peso das larvas
mantidas em plantas induzidas por adultos mostrou-se semelhante ao daquelas
mantidas em plantas sadias (x’, P=0,22), com inducgdo radicular (y°>, P=0,32) ou

simultanea (y, P=0,12).
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Figura 5.6 - Frequéncia de respostas de fémeas gravidas de Diabrotica speciosa, em olfatdmetro, aos
volateis de plantas de milho sadias ou induzidas durante diferentes intervalos de tempo.
Combinagédo dos tratamentos no olfatdmetro: (A) plantas sadias vs plantas induzidas por
herbivoria radicular; (B) plantas sadias vs plantas induzidas por herbivoria foliar; (C) plantas
sadias vs plantas induzidas por herbivoria simultdnea (radicular e foliar). (n= 40; Qui-
quadrado; * P<0,05; **P<0,01; ns= nao significativo) (T 22+3°C; UR 70+10%; fotoperiodo de
14:10h)
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Figura 5.7 - Numero de ovos depositados por fémeas gravidas de D. speciosa sob plantas sadias ou
submetidas a (A) herbivoria foliar (induzida por adultos), (B) herbivoria radicular (induzida
por larvas) ou (C) herbivoria simultdnea (indugédo por larvas e adultos). Letras diferentes
indicam diferengas significativas entre os tratamentos (n=25; Kruskal-Wallis, P<0,05) (T
22+3°C; UR 70+£10%; fotoperiodo de 14:10h)
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Figura 5.8 - Ganho de peso de larvas de Diabrotica speciosa alimentadas, durante 7 dias, com plantas de

milho (Zea mays) sadias, induzidas por herbivoria foliar, radicular ou simultanea (foliar e
radicular). Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os tratamentos (n=15;
Kruskal-Walis, P<0,05) (T 22+3°C; UR 70+10%; fotoperiodo de 14:10h)

5.4 Discussao

A presenca de coespecificos em plantas de milho influenciou a selegao
hospedeira para oviposigdo em D. speciosa. Fémeas gravidas evitaram depositar ovos
em plantas ja atacadas pelos imaturos, sendo que esse comportamento mostrou-se
evidente em relacdo a plantas induzidas por herbivoria radicular e simultanea por um
periodo inferior a 6 horas. Sendo assim, a competicao intraespecifica sob o solo
interferiu no comportamento de fémeas gravidas de D. speciosa sobre o solo. Por outro
lado, a indugao por herbivoria foliar, quando realizada isoladamente, nao influenciou o
comportamento de selecdo hospedeira de fémeas, pois a presenca de coespecificos
adultos nao evitou que fémeas se direcionassem a essas plantas e depositassem seus
ovos proximos a elas. Entretanto, o comportamento de fémeas foi alterado diante de

plantas submetidas a herbivoria simultdnea, sendo que estas passaram a nao
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diferenciar entre plantas sadias e aquelas com larvas nas raizes apds 6 horas de
inducéo.

Nos ultimos anos, diversos estudos tém mostrado a acdo dos volateis induzidos
de plantas sobre o comportamento de selegdo hospedeira de insetos, embora a maioria
dessas pesquisas seja realizada com espécies cujos imaturos e adultos s&o herbivoros
foliares (MAYHEW, 1997; BERNASCONI et al., 1998; KESSLER; BALDWIN, 2001;
ROSTAS; HILKER, 2002; WISE; WEINBERG, 2002; BRUINSMA et al., 2007).
Entretanto, também se demonstrou que a alimentagdo de herbivoros nas raizes pode
ocasionar a alteragdo dos compostos liberados em toda a planta e influenciar o
comportamento dos organismos que vivem na parte aérea (BAUR; KOSTAL;
STANDLER, 1996; DE MORAES; MESCHER; TUMLINSON, 2001; BEZEMER et al.,
2003; WACKERS; BEZEMER, 2003). Nesses casos, pequenas variagbes na
composi¢cao dos volateis podem atuar em distintas interagbes ecoldgicas, atraindo ou
repelindo outros organismos (KARBAN; BALDWIN, 1997; DICKE, 2000; DICKE; VAN
LOON, 2000; RANDLKOFER; BERMAIER; MEINERS, 2007; ERB et al., 2008).

Os bioensaios de olfatometria demonstraram que os volateis de plantas de milho
tém um papel importante no processo de selecdo hospedeira para oviposicdo em D.
speciosa, sendo que as fémeas sdo capazes de reconhecer tais compostos quimicos,
identificando e diferenciando as plantas sadias daquelas submetidas a inducao.
Portanto, a herbivoria de folhas e/ou raizes estaria ocasionando variagdes qualitativas
e/ou quantitativas nos compostos quimicos liberados pelas folhas de milho, as quais
determinariam o comportamento de selecao pelas fémeas.

Em plantas de milho, tal variacdo no padrdo de emissdao dos volateis foi
demonstrada por Rasmann; Turlings (2007), que estudaram a influéncia da herbivoria
foliar, radicular e simultanea sobre a emissao de compostos quimicos. Esses autores
verificaram que essas plantas emitem uma mistura complexa de volateis quando
induzidas apenas pelo herbivoro foliar, Spodoptera littoralis Boisduval (Lepidoptera:
Noctuidae), enquanto que nao emitem compostos pelas folhas quando as raizes estao
sob o ataque de larvas de Diabrotica virgifera virgifera Le Conte. Entretanto, quando as
plantas sdo submetidas a indugao simultdnea por esses insetos, a mistura de volateis

emitida pelas folhas é significativamente suprimida em termos quantitativos e
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qualitativos. Assim, comprovou-se que a herbivoria radicular por D. virgifera virgifera
altera significativamente o padr&o de volateis emitidos pelas folhas de milho.

Conforme verificado no presente trabalho, a ndo preferéncia de fémeas de D.
speciosa por plantas danificadas nas raizes pode indicar que a liberacdo de volateis
atrativos esteja sendo suprimida. Por outro lado, tais compostos estariam sendo
liberados normalmente pelas plantas sadias, com inducao foliar ou inducéo simultanea
e, assim, atraindo as fémeas de D. speciosa. Dentre esses compostos, € possivel que
estejam o linalol, o B-cariofileno e o acetato de geranila, uma vez que a sua atratividade
ja foi demonstrada para Diabrotica spp. (HAMMACK, 1997; 2001).

Considerando-se que o volatil linalol € o unico liberado por plantas de milho sadias
e esta entre os liberados por plantas induzidas pela herbivoria foliar (RASMANN;
TURLINGS, 2007; D'ALESSANDRO; TURLINGS 2006), é possivel que este esteja
entre os componentes-chave da atragao de Diabrotica spp. Para D. speciosa, verificou-
se que tanto as plantas sadias, quanto as plantas induzidas por herbivoria foliar, foram
atrativas as fémeas. Além disso, a indugdo das plantas por herbivoria simultanea
ocasionou a atracdo das fémeas a partir de seis horas de inducdo. Para este ultimo
caso, a emissao de volateis pelas folhas estaria sendo inicialmente suprimida, uma vez
que as defesas estariam sendo direcionadas para as raizes. Apds seis horas,
entretanto, a herbivoria foliar acumulada pode estar ocasionando o direcionamento das
defesas para a parte aérea e o incremento da produgao dos compostos induzidos.

Para aquelas plantas submetidas a herbivoria radicular, sugere-se a hipotese de
que esteja ocorrendo a supressdao da emissdo de volateis pelas folhas, mais
precisamente o linanol. Este composto, liberado por plantas sadias, estaria sendo
suprimido apés o ataque das larvas, e impedindo o reconhecimento/aceitacdo das
plantas pelas fémeas de D. speciosa.

Evidentemente, essas observagdes constituem-se de hipoteses que necessitam
de comprovacao a partir da identificacdo dos volateis emitidos pelas plantas de milho
sadias e induzidas pelos tratamentos aqui avaliados. A partir dessas analises, pode-se
também investigar a hip6tese de que compostos repelentes estejam sendo emitidos por
plantas submetidas a herbivoria radicular, assim como foi verificado em outros estudos
(BAUR; KOSTAL; STANDLER, 1996; SOLER et al., 2007).
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De acordo com a teoria de otimizacdo da oviposicdo, as fémeas selecionam
hospedeiros que incrementem seu sucesso reprodutivo e aumentem as possibilidades
de sobrevivéncia da progénie (JAENIKE, 1978). Tal teoria tem sido bastante discutida
e, embora ndo possa ser aplicada para algumas espécies de insetos (VALLADARES;
LAWTON, 1991), diversos estudos tém evidenciado sistemas em que ela foi validada
(JOHNSON et al., 2006). Para estes, foi demonstrado que as fémeas tendem a evitar
condigdes de baixa qualidade nutricional, competicdo ou risco de predacao (BYERS;
KENDAL, 1982; QUINN; HOWER, 1986; WOLFSON, 1987; GERARD, 2001; JOHNSON
et al. 2006), preferindo ovipositar em plantas que proporcionam maior sobrevivéncia e
ganho de peso a sua progénie.

Para D. speciosa, plantas induzidas por herbivoria radicular proporcionaram as
larvas um ganho de peso inferior aquele proporcionado por plantas sadias, assim como
as plantas com indugdo simultanea. Por outro lado, verificou-se que o ganho de peso
dos imaturos ndo diferiu significativamente quando estas foram mantidas em plantas
sadias ou induzidas por herbivoria foliar. Sendo assim, os dados de ganho de peso de
larvas corroboram com os resultados sobre preferéncia de oviposicdo de fémeas,
demonstrando que o comportamento de selegdo hospedeira segue o que foi
estabelecido na teoria de otimizagdo da oviposigao.

Johnson et al. (2006) comentam sobre a importéncia de se conhecer como os
volateis induzidos pela herbivoria radicular podem afetar o comportamento de
oviposicdo em adultos fitéfagos. Além disso, para insetos cujos imaturos apresentam
habitos subterraneos, a adequacdo do hospedeiro, bem como a auséncia de
competidores e inimigos naturais, sdo fatores determinantes da sua sobrevivéncia,
principalmente em raz&o da sua baixa capacidade de locomogao. Para estes, evitar a
oviposicdo em plantas previamente atacadas pode ser altamente vantajoso, uma vez
que diminui os riscos de predacao e competicdo, além de aumentar a perspectiva de
sobrevivéncia da progénie.

Para outras espécies de Diabrotica spp., os métodos de controle populacional
baseados na manipulacdo da oviposicao ja foram descritos como alternativa para o
manejo de populagdes em campo. De acordo com Hammack et al. (1999) e Boriani et

al. (2006), os volateis de plantas com atividade repelente podem ser usados em areas
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marginais aos cultivos, a fim de prevenir a migracdo das fémeas gravidas e,
consequentemente, a colonizacdo por esses insetos. Por outro lado, os volateis com
acao atraente podem ser empregados em armadilhas de captura, a fim de monitorar
e/ou controlar a populacdo de fémeas presentes no cultivo. Além disso, o uso de
armadilhas contendo volateis de plantas na atragdo de fémeas gravidas pode ser
vantajoso quando usado isoladamente ou em associagdo com outros métodos, como os
ferombnios sexuais, uma vez que age diretamente sobre fémeas e, assim, contribui

diretamente na redug¢ao da populagao da geragao seguinte.
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