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RESUMO

As plantas apresentam diversas estratégias de defesa contra herbivoria. Muitas plantas,
qguando atacadas emitem compostos organicos volateis que auxiliam na sua defesa, por meio
da atragdo de inimigos naturais dos herbivoros ou repelindo diretamente o herbivoro. O
coqueiro, Cocus nucifera, tem seu cultivo presente em todas as regides do pais, sendo
predominante na regido nordeste e apresenta uma grande importancia social e econémica para
0 pais. Nesse sentido, o presente trabalho teve como objetivo verificar a liberagcdo de volateis
de C. nucifera induzidos pela herbivoria de lagartas de Brassolis sophorae e a resposta
comportamental de Winthemia analis, parasitoide de lagartas de B. sophorae, aos compostos
induzidos. Adicionalmente estudou-se a biologia de W. analis. Foram coletados, por meio do
processo de aeracdo, volateis emitidos por C. nucifera sob os seguintes tratamentos: 1 — planta
sadia; 2 — planta com dano mecanico e 3 — planta sob herbivoria de lagartas de B. sophorae.
Os volateis coletados foram analisados quimicamente por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM). A resposta comportamental do parasitoide aos compostos
induzidos pela herbivoria das lagartas foi testada em um olfatdmetro em “Y” e seu ciclo de
vida foi registrado a partir de 79 larvas que emergiram de 28 pupas de B. sophorae. Os
compostos nonanal, decanal e duas cetonas, geranil acetona e 6-metil-5-hepten-2-ona, foram
identificados nas amostras de volateis emitidos por C. nucifera 48h apds a aplicacdo dos trés
tratamentos. O homoterpeno (E)-4-8-dimetil-1,3,7-nonatrieno (DMNT) foi encontrado
somente nas amostras de volateis emitidos por C. nucifera sob herbivoria de B. sophorae e
com dano mecénico. A contribuicdo do DMNT foi maior nas amostras de planta sob
herbivoria de lagartas de B. sophorae do que nas amostras de planta com dano mecéanico. Os
adultos de W. analis ndo foram atraidos pelos extratos obtidos da aeracdo de plantas sob
herbivoria de lagartas de B. sophorae. A taxa de emergéncia dos adultos de W. analis foi de
aproximadamente 73%. Foi possivel verificar dimorfismo sexual alar por meio de
morfometria geométrica (p<0,0001). A analise morfoldgica dos adultos de W. analis

constatou a existéncia de uma caracteristica no abdémen dos machos.

Palavras-chave: Coqueiro, defesa quimica, parasitoide, morfometria geomeétrica.
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ABSTRACT

Plants have evolved various strategies to defend themselves against herbivory. Under
herbivore attack, they emit volatile organic compounds that indirectly defend the plant, by
attracting herbivore’s natural enemies or directly by repelling the herbivore. The coconut tree,
Cocus nucifera, is grown in all regions of the country, being predominant in the northeast and
hold socio-economic importance for the country. In this sense, the objective of this study was
to characterize the emission of volatiles by C. nucifera induced upon herbivory of Brassolis
sophorae caterpillars and to assess the behavioral response of Winthemia analis, larval
parasitoid of B. sophorae, to B. sophorae induced volatiles. In addition, the biology of W.
analis was studied. Were collected, using the aeration process, volatiles emitted by C.
nucifera under the following treatments: 1 — undamaged plants; 2 — mechanically-damaged
plants and 3 — plants upon herbivory of Brassolis sophorae caterpillars. The collected
volatiles were chemically analyzed by gas chromatography coupled to mass spectrometry
(GC-MS). The behavioral response of the parasitoid to the induced compounds was tested in a
Y-tube olfactometer, and the life cycle was determined from 79 larvae emerged from 28 B.
sophorae pupae. The compounds nonanal, decanal and two ketones, geranyl acetone and 6-
methyl-5-hepten-2-one, were identified in the samples containing volatiles emitted by C.
nucifera 48h after the application of the three treatments. The homoterpene (E)-4-8-dimethyl-
1,3,7-nonatriene (DMNT) was identified only in the samples containing volatiles emitted by
C. nucifera upon herbivory of Brassolis sophorae caterpillars and mechanically-damaged
plants. The DMNT contribution was higher in the sample emitted by plants upon herbivory of
Brassolis sophorae caterpillars than in the samples emitted by mechanically-damaged plants.
W. analis files were not attracted to the odors emitted by C. nucifera upon herbivory of
Brassolis sophorae caterpillars. The emergence rate of adults was about 73%. Were possible
to check sexual dimorphism in the adults wings using geometric morphometric (p<0.0001).
The morphological analysis of the W. analis adults show one characteristic in the male

abdomen.

Keywords: Coconut tree, chemical defense, parasitoid, geometric morphometric.
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1. INTRODUCAO

Ao longo do tempo, as plantas e os insetos tém mantido relacbes de mdtua
dependéncia, favorecendo o processo de coevolucdo, essa rede de relacBes se baseia
principalmente na busca de alimentos e reproducdo (Gols & Harvey, 2008). Durante este
processo evolutivo as plantas desenvolveram diferentes mecanismos de defesa fisicos e
quimicos, tais como, tricomas (Fordyce & Agrawal, 2001), proteinas associadas a defesa
(Haruta et al., 2001) e volateis capazes de atrair inimigos naturais dos herbivoros (Dicke et al.,
1990). Estes compostos volateis liberados pelas plantas sdo denominados metabdlitos
secundarios e podem desempenhar diferentes papéis ecoldgicos, dentre eles, a prote¢do contra
herbivoria (Dewick, 2002). Os metabdlitos secundarios podem ser enquadrados em trés
classes principais: terpenos, compostos fenolicos e compostos nitrogenados (Taiz & Zeiger,
2003).

Diversos trabalhos tém sido realizados com o objetivo de identificar o papel dos
compostos organicos volateis envolvidos nas interacdes entre as plantas, herbivoros e seus
inimigos naturais e como estes podem ser usados no controle biolégico (Buchel et al., 2011;
Oliveira & Pareja, 2014; Salamanca et al., 2015). O controle topo-base das populagdes de
herbivoros pode ser realizado por meio da atracdo de seus predadores e parasitoides atravées de
compostos organicos volateis liberados pelas plantas quando submetidas a herbivoria (Ferry
etal., 2004).

O coqueiro, Cocus nucifera, € uma planta pertencente a familia Arecaceae, seu
cultivo esta presente em todas as regides do pais, sendo predominante na regido nordeste e
apresenta uma grande importancia social e econémica para o pais (Martins & Jesus Junior,
2011). Diversas pragas e doencas atacam essa cultura durante todo o seu desenvolvimento,
interferindo diretamente na producéo (Ferreira & Lins, 2006).

A lagarta-das-folhas-do-coqueiro, Brassolis sophorae (Lepidoptera: Nymphalidae), é
um dos insetos mais prejudiciais a cultura do coqueiro, causando um grande desfolhamento na
planta, provocando queda prematura dos frutos, reducdo na colheita e até a morte da planta
(Ferreira & Lins, 2006). Algumas espécies de Hymenoptera e Diptera tém sido registradas
como endoparasitodes, agindo como agentes naturais de biocontrole de B. sophorae (Ferreira
& Lins, 2002; Ruszczyk & Ribeiro, 1998). Recentemente Winthemia analis (Diptera:
Tachinidae) foi registrado como parasitoide de larva e pupa de B. sophorae no estado de
Alagoas (Marcicano et. al., 2009). Este parasitoide tem sido encontrado frequentemente nas

lagartas e pupas coletadas no estado de Sergipe (observacao pessoal).
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Apesar da importancia de B. sophorae na cocoicultura, pouco ainda é conhecido
sobre sua biologia, seus inimigos naturais e como este herbivoro interfere nos mecanismos de

defesa de seu hospedeiro, C. nucifera.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Defesas quimicas das plantas

As defesas das plantas por meio de substancias quimicas podem ser classificadas em
defesas constitutivas ou induzidas. As defesas de origem constitutiva podem afetar a biologia
e a selecdo hospedeira do inseto a partir da reducdo do acesso aos nutrientes, producdo de
componentes toxicos ou deterrentes da alimentacdo ou oviposi¢do (Duffey & Stout, 1996;
Baldwin & Preston, 1999; Doss et al., 2000). Ja as defesas induzidas ocorrem em resposta ao
ataque do herbivoro e sdo produzidas por reacGes derivadas de processos bioquimicos
complexos, que podem resultar em alteracBes quimicas e morfoldgicas, tais como,
incrementos em metabolitos secundarios, proteinas associadas as defesas, producdo de néctar
extrafloral, que serve como fonte de alimento para inimigos naturais dos herbivoros ou
emissdo de compostos organicos que podem repelir diretamente o herbivoro ou agir de forma
indireta atraindo os inimigos naturais dos herbivoros (Dicke et al., 1990; Turlings et al., 1990;
Takabayashi et al., 1991; Turlings & Tumlinson, 1991; Meiners & Hilker, 2000; Turlings &
Wackers, 2004).

As interacOes tritréficas mediadas pela emissdo de compostos organicos volateis tém
sido alvo de muitos estudos uma vez que apresentam potencial para o desenvolvimento de
estratégias de controle de pragas agricolas de maneira sustentavel. Estudos recentes mostram
que o predador Cycloneda sanguinea (Coleoptera: Coccinellidae) apresenta preferéncia por
plantas de Capsicum annuum (Solanaceae) sob herbivoria de Aphis gossypii e Myzus persicae
(Hemiptera: Aphididae) quando comporado com plantas sem herbivoria (Oliveira & Pareja,
2014). Fémeas do predador Chrysoperla externa (Neuroptera: Chrysopidae) mostraram
preferéncia por volateis de Rosa x hybrida atacada pelo herbivoro Macrosiphum euphorbiae
(Hemiptera: Aphididae) quando comparado com volateis da planta sem herbivoria
(Salamanca et al., 2015).

Os compostos organicos volateis liberados pelo complexo planta-herbivoro podem
variar tanto quantitativamente quanto qualitativamente (Turlings et al., 1991). Os primeiros
volateis emitidos pelos tecidos danificados, independentemente do agente causador do dano,
sdo os volateis de folhas verdes. Esses, geralmente sdo misturas de alcoois, aldeidos e ésteres
produzidos pela oxidacdo de acidos graxos derivados da membrana celular (Turlings et al.,
1998; Hoballah & Turlings, 2005). Ja os terpendides, sdo produzidos em resposta aos danos

causados pela herbivoria e geralmente sédo liberados ndo somente no tecido danificado, mas
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também em folhas sem danos, por meio da indugdo sistémica na planta (Paré & Tumlinson,
1997).

A especificidade da mistura de volateis liberada pelas plantas pode variar de acordo
com a espécie da planta, com a espécie de herbivoro que a danificou e até com o estagio de
vida do herbivoro (Turlings et al., 1995; Dicke & Vet, 1999; Degen et al., 2004).
Experimentos realizados com o parasitoide larval Cotesia kariyai (Hymenoptera: Braconidae)
demonstraram que as fémeas sdo capazes de distinguir danos provocados por lagartas de
Pseudaletia separata (Lepidoptera: Noctuidae) somente até o quarto instar, e ndo por plantas
atacadas por lagartas dos ultimos instares (quinto e sexto) (Takabayashi & Dicke, 1996). J&
para Microplitis rufiventris (Hymenoptera: Braconidae), experimentos demonstraram que essa
espécie ndo é capaz de diferenciar entre misturas de volateis provenientes de plantas de milho
(Zea mays, Poaceae) atacadas por lagartas de diferentes instares, uma vez que conseguem
completar seu desenvolvimento em lagartas de segundo e terceiro instares (Gouinguené et. al.,
2003). Essa mistura geralmente é especifica para cada espécie de herbivoro, permitindo que
0s inimigos naturais distingam entre os semioquimicos liberados por plantas infestadas por
herbivoros hospedeiros ou ndo (de Moraes et. al., 1998).

A producdo de volateis induzidos pela herbivoria é desencadeada por substancias
elicitoras presentes no regurgito dos herbivoros. Varios tipos de elicitores presentes no
regurgito dos artropodes ja foram identificados, entre eles a B-glucosidase de Pieris rapae
(Lepidoptera: Pieridae) (Mattiaci et. al., 1995) e a volicitina de Spodoptera exigua
(Lepidoptera: Noctuidae), ambos isolados de secrecGes orais das lagartas (Alborn et al., 1997,
2000; Turlings et al., 2000). Além desses, outras substancias como conjugados de &cidos
graxos e aminoacidos também foram encontrados em regurgito de lagartas de Manduca sexta
(Lepidoptera: Sphingidae) e também mostraram estimular a producdo de volateis em plantas
de tabaco (Baldwin et al., 2001; Halitschke et al., 2001). Essas respostas podem ser restritas
ao local do dano ou ocorrer sistematicamente por toda a planta (Turlings & Tumlinson, 1992).

A inducdo da liberacdo de compostos de defesa pelas plantas pode ser provocada
tanto por alimentacdo quanto pela oviposi¢do dos herbivoros, esta inducdo de volateis de
defesa também pode ser reproduzida danificando artificialmente o tecido da planta ou ainda
por meio da aplicacdo exogena de substancias que participam na sinalizacdo de processos
bioquimicos, resultando em efeito similar a resposta de plantas atacadas por herbivoros
(Turlings et al., 1995; Dicke & van Lonn, 2000; Gols et al., 2003).
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2.2 Cocos nucifera (Arecaceae)

O coqueiro é uma planta que se caracteriza por apresentar porte arboreo, copa densa,
raizes fasciculadas e caule em estipe (Silva, 2002). Dentre as frutiferas € uma das mais
difundidas do mundo, ocorrendo em quase todos 0s continentes. Atualmente, o Brasil é 0
quarto maior produtor de coco do mundo, tendo uma producdo de cerca de 2,8 milhdes de
toneladas em uma area de 287.000 ha. Entre os dez maiores estados produtores de coco no
Brasil, sete deles estdo na regido Nordeste. O maior estado produtor é a Bahia, seguido de
Sergipe e Ceara que, juntos, sdo responsaveis por mais de 50% da producédo de coco no Brasil
(Martins & Jesus Junior, 2011). A producdo de coco verde no Brasil gera emprego e renda
para mais de 500 mil pessoas envolvidas diretamente no processo produtivo, além dos
inimeros empregos indiretos, gerados ao longo da cadeia produtiva (Cuenca, 2007).

O coqueiro também representa uma rica fonte de alimento para varios insetos, tais
como, a broca-do-estipe-do-coqueiro,  Rhinostomus  barbirostris  (Coleoptera:
Curculionidae), a traca-das-flores-e-frutos, Atheloca subrufella (Lepidoptera: Phycitidae), o
pulgdo-preto-do-coqueiro, Cerataphis lataniae (Heteroptera: Aphididae) e a lagarta-das-
folhas-do-coqueiro, B. sophorae (Ferreira & Lins, 2006). Estes organismos podem causar
sérios problemas a planta, que variam desde o atraso no desenvolvimento, perda na producéo
até a morte da mesma (Ferreira & Filho, 2007). Os surtos de pragas sdo favorecidos por
fatores naturais da planta, como a producdo continua de folhas e uma longa permanéncia
dessas estruturas, desta maneira a planta tem sempre sua copa formada por folhas jovens,
folhas em estagio de maturacdo e folhas em senescéncia. Outros fatores que favorecem a
infestacdo das pragas sdo os fatores ambientais, utilizacdo de tratos culturais inadequados e
utilizacdo em grandiosidade de diversos defensivos agricolas para combater as pragas
(Ferreira & Filho, 2007).

2.3 Brassolis sophorae (Lepidoptera: Nymphalidae)

Dentre os insetos que atacam o0 coqueiro, a lagarta-das-folhas, B. sophorae, vem se
destacando por causar grande desfolhamento e queda prematura dos frutos. Esse inseto é
amplamente distribuido no Brasil e ocorre com frequéncia nas culturas de coco do estado de
Sergipe (Ferreira et al., 1998).

O adulto de B. sophorae € uma borboleta grande, de 6,0 a 10,0cm de envergadura,
com asas anteriores e posteriores de coloragdo marrom atravessada por uma faixa laranja que
difere na fémea por ser mais larga e em forma de Y. As fémeas depositam massas de ovos,

geralmente, na face inferior dos foliolos, e as vezes, sobre os frutos e no estipe; o periodo de
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incubacgdo dos ovos varia de 20 a 25 dias. O ciclo larval dura em torno de 80 a 120 dias
(Zamith, 1962; Ferreira & Filho, 2007).

Na sua fase larval é conhecida como lagarta-das-folhas, possuindo uma cabeca
castanho-avermelhada e corpo com listras longitudinais marrom escuras e claras, recoberto
por fina pilosidade, podendo atingir de 6,0 a 8,0cm de comprimento. (Zamith, 1962; Ferreira
& Filho, 2007). Nessa fase, B. sophorae € considerada praga, pois ao se alimentar, as lagartas
causam intenso desfolhamento, podendo levar a planta a possuir apenas as nervuras centrais
dos foliolos e a raquis de cada folha. Consequentemente, o ataque desse inseto resulta em uma
reducdo na &rea fotossintética, fazendo com que a planta aborte os frutos e causando uma
queda na sua producéo (Cuenca, 2007).

As lagartas no campo sdo facilmente detectadas pelo desfolhamento da planta,
presenca de ninhos e de excrementos no chdo. Elas apresentam um comportamento gregario e
tém habito crepuscular, permanecendo durante o dia, abrigadas no interior de ninhos que
fazem unindo os foliolos com fios de seda, saindo para forragear somente no periodo
crepuscular (Ferreira & Filho, 2007). Devido ao fato das lagartas permanecerem dentro de
ninhos e sairem para forragear em um curto espaco de tempo, seu controle se torna dificil,

justificando desta maneira a necessidade de novas estratégias de manejo para essa praga.

2.4 Winthemia analis (Diptera: Tachinidae)

A espécie foi descrita originalmente por Macquart (1846) a partir de um espécime
macho de Minas Gerais, posteriormente Reinhard (1931) ampliou esta descricdo, a partir de
uma macho da Bolivia, em sua revisdo do género Winthemia. A biologia e comportamento
desta espécie ainda € muito pouco conhecida, sendo justificada a necessidade de estudos
posteriores devido a importancia que W. analis pode apresentar como agente natural de
controle bioldgico (Marcicano et al., 2009; Greeney et al., 2011).

O género Winthemia é amplamente distribuido, apresentando ocorréncia em todas as
maiores regides biogeograficas do mundo (O’Hara, 2014). Todas as espécies deste género
parasitam lagartas de lepidopteros (Arnaud, 1978; Janzen & Hallwachs, 2009) e tem sido
registrado parasitando espécies das familias Nymphalidae, Noctuidae, Geometridae, sendo
todas estas especies de importancia agricola (Calvo, 2004; Delfin-Gonzélez et al., 2007;
Safaralizadeh & Karimpour, 2007; Greeney et al., 2011).

O género Winthemia pertence a Tachinidae, a qual é uma das mais diversas dentre as
familias da ordem Diptera com aproximadamente 10.000 espécies descritas em todo 0 mundo

(Irwing et al., 2003). Todos os taquinideos, com historia de vida estudada, parasitam insetos e
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outros artropodes. Esta familia é considerada a mais importante dentre os dipteros que
apresentam hébito entomdfago, devido ao fato de suas larvas serem endoparasitoides de
insetos herbivoros de importancia agricola pertencentes as ordens Lepidoptera, Hymenoptera,
Coleoptera, Hemiptera e Orthoptera, contribuindo desta maneira para o controle populacional

natural de diversas espécies (Arnaud, 1978; Grenier, 1988; Stireman et al., 2006).

2.5 Morfometria Geometrica

A morfometria nos proporciona analisar de forma quantitativa, por meio de métodos
estatisticos, variagdes morfoldgicas de determinadas estruturas nos organismos (Klingenberg,
2002).

A andlise morfométrica é dividida em duas subclasses, morfometria geométrica e
morfometria convencional. A morfometria convencional consiste da anélise da existéncia de
variacdo de distancias obtidas a partir de marcos anatdmicos homologos presentes na estrutura
estudada. J& a morfometria geométrica consiste da representacdo geométrica da estrutura a ser
estudada, podendo ser de forma bidimensional ou tridimensional, a partir de coordenadas
obtidas da marcacdo de marcos anatdmicos homdlogos em individuos diferentes (Rohlf &
Marcus, 1993).

Esta técnica consiste da obtencdo de coordenadas posicionais através de marcos
anatémicos, estes dados sdo transferidos para um programa de analises morfométricas, onde
0s passos de superposicdo, rotacdo e proporcionalizacdo sdo realizados. Apos estes ajustes, 0s
dados alinhados formam um grupo de variacdes referentes a forma das estruturas (Cooke &
Terhune, 2015). A morfometria geométrica tem sido utilizada com sucesso em estudos
bioldgicos utilizando organismos de diversos taxons para analisar a existéncia de variacoes
morfoldgicas entre individuos (Nunes et al., 2012; Fabre et al., 2014; Xuefei et al., 2014,
Oleksa & Tofilski, 2015).

A morfometria geométrica € uma técnica precisa e com baixo custo de aplicacao para
a recognicdo de espécies (Francoy & Imperatriz Fonseca, 2010). Alguns estudos tém
realizado analises por meio de morfometria geométrica das asas de algumas espécies de
dipteros, com o objetivo de evidenciar diferencas morfolégicas dentro de populagfes ou entre
estas (Moratore, 2009; Devicari et al., 2011; Silveira, 2011). No entanto, até o determinado
momento para W. analis ndo foi realizado nenhum estudo utilizando a morfometria
geométrica como ferramenta para evidenciar variagdes morfoldgicas entre os individuos desta

espécie.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral
O presente trabalho tem como objetivo verificar a liberacdo de volateis de Cocos
nucifera induzidos pela herbivoria de lagartas de Brassolis sophorae e estudar a biologia do
parasitoide Winthemia analis.

3.2 Objetivos especificos

e Verificar se plantas de C. nucifera sob herbivoria de lagartas de B. sophorae
liberam compostos diferentes das plantas sem dano ou com dano mecénico;

e Caracterizar os perfis dos volateis emitidos por C. nucifera;

e Testar a atratividade dos adultos de W. analis por volateis de C. nucifera
induzidos pela herbivoria de B. sophorae;

e Estudar o tempo de desenvolvimento dos diferentes estagios do ciclo de vida
de W. analis;

e Evidenciar dimorfismo sexual em W. analis por meio de analise morfologica

dos adultos e de morfometria geométrica alar.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Mudas de Cocos nucifera

As mudas de C. nucifera foram fornecidas pela fazenda H. DANTAS — COCO
VERDE DE SERGIPE, sediada em Nedpolis/SE, e mantidas em um viveiro telado (3x2x4m)
localizado na érea externa do Bloco “A” do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude
(CCBS) da Universidade Federal de Sergipe (UFS) com o objetivo de minimizar a acdo de
herbivoros. As mudas foram plantadas em vasos de jardinagem (10 litros) contendo uma
camada de brita no fundo coberta por uma mistura de terra com esterco mais super fosfato-
simples e areia, na proporcdo de 2 litros de areia para cada 5 litros de terra (Figura 1). As
plantas foram regadas diariamente, para que ndo sofressem com o estresse hidrico. Também
foi aplicado no solo, sempre que necessario, 10g de NPK 10-10-10 (10% de N, 10% de P,0s,
10% de K,O) para auxiliar no desenvolvimento das mudas. Para diminuir a agdo de
herbivoros, sempre que necessario, foi pulverizado sobre as mudas de coqueiro uma solugédo
contendo 50ml de um pesticida natural (pimenta do reino, mamona e sementes maceradas de
Azadirachta indica, vulgarmente conhecida como nim) e 4ml de detergente neutro diluidos
em 2 litros de 4gua ou uma solugdo de 500ml de dleo de nim (diluido em &gua pronto para
uso). Apos a aplicacao de qualquer solugdo, foi respeitado um tempo de caréncia minimo de
um més para que as mudas fossem utilizadas nos experimentos. Foi essencial respeitar o
periodo de caréncia para que durante o processo de extracdo dos volateis, as plantas nédo

possuissem residuos de quaisquer das solugdes aplicadas.

Figura 1 — Esquema do plantio das mudas de Cocos nucifera em vasos de jardinagem contendo uma camada de
brita no fundo coberta por uma mistura de terra com esterco mais super fosfato-simples (51) e areia (2l).
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4.2 Criagéo do herbivoro Brassolis sophorae

Foi mantida uma criacdo massal de B. sophorae a partir de lagartas em diferentes
estadgios de desenvolvimento coletadas na fazenda H. DANTAS - COCO VERDE DE
SERGIPE em Neopolis e em sitios de producdo de coco em Pirambu/SE e Itabaiana/SE. As
lagartas coletadas foram mantidas no Laboratorio de Entomologia da UFS em recipientes
plasticos contendo folhas de coqueiro até atingirem o estagio de pupa, estas foram
introduzidas em um viveiro telado (3x2x4m) localizado na area externa do Bloco “A” do
CCBS da UFS até a emergéncia dos adultos.

Dentro do viveiro telado foram colocadas mudas de coqueiro de diferentes idades,
para que os adultos de B. sophorae realizassem o acasalamento e posterior oviposi¢do das
fémeas. Os ovos foram transferidos do viveiro para o laboratério onde foram acondicionados
em placas de Petri forradas com papel filtro umedecido com agua destilada e vedadas com
papel filme transparente até a eclosdo das lagartas. Estas foram transferidas com o auxilio de
um pincel macio para recipientes plasticos contendo folhas de coqueiro até atingirem o

estagio de pupa.

4.3 Obtencado dos parasitoides Winthemia analis

Pupas parasitadas de B. sophorae, coletadas em diversas plantagdes de coqueiro do
estado de Sergipe foram separadas e mantidas em recipientes plasticos até a emergéncia de
larvas de W. analis (Figura 2a). As pupas parasitadas foram identificadas por apresentarem
uma coloracdo mais escura que as pupas sadias (Figura 2a e 2b) e pela falta de movimentacao
ao serem tocadas. Apds a formacdo das pupas de W. analis (Figura 2d), estas foram
individualizadas em pequenos recipientes plasticos (50ml) forrados com papel filtro
umedecido com agua destilada e mantidas em uma incubadora (LT 320 TFP-I) com
fotoperiodo de 12h:12h claro/escuro, temperatura de 25 + 1°C e umidade de 65 + 10%. Apos a
emergéncia, os adultos foram alimentados com um algoddo embebido em solucdo de melaco
diluido a 2%.
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Figura 2 — Diferenca do aspecto entre pupa de Brassolis sophorae (a) parasitada eﬁ)) ndo parasitada, (c) orificio
de emergéncia da larva de Winthemia analis e (d) pupa de Winthemia analis.

4.4 Coleta dos volateis de Cocos nucifera

Para a coleta dos volateis foi utilizada a técnica de aeragdo, que consiste na passagem
do fluxo de ar previamente filtrado e umedecido por uma cadmara onde a planta sob um
determinado tratamento esta confinada. Todos os volateis liberados pela planta sdo carreados
e adsorvidos por polimeros especiais localizados na saida da camara. Posteriormente 0s
volateis retidos no adsorvente sdo dessorvidos por eluicdo, utilizando-se solventes com alto
grau de pureza, e armazenados para analises futuras (Zarbin et al, 1999).

O sistema para a coleta dos volateis foi constituido por dois compressores de ar (um
realizando pressao no inicio do sistema e o outro vacuo no fim do sistema) responsaveis por
gerar o fluxo continuo de ar, duas colunas de carvéao ativo e uma proveta com agua destilada
na entrada do sistema que purificaram e umedeceram o ar, um fluxdmetro que manteve a
vazdo do ar em 3L min™ na entrada da camara e um fluxdmetro que manteve uma vazéo de
3L min™ na saida da cAmara (Figura 3). As cAmaras, nesse caso, consistiram de sacos de
poliéster envolvendo uma folha do coqueiro com a aplicacdo de um dos tratamentos (Figura
4). Todos os volateis liberados pela folha foram carreados pelo ar e ficaram retidos em uma

coluna contendo 0,1g de adsorvente Porapak Q (80/100mesh) localizada na saida do saco.
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Para dessorcdo dos compostos retidos na coluna foi utilizado como solvente 1,5ml de hexano
HPLC bidestilado. Os extratos obtidos foram concentrados a 400pl, armazenados em
recipientes de vidro de 1,5ml e acondicionados em freezer a -18°C para posteriores analises e

uso nos bioensaios de olfatometria.

O

Bomba de ar (vacuo)

{&

=3 - Fluxémetro
=3 - Coluna com adsorvente
Il - Carvio ativado

O C> Fluxo de ar

Bomba de ar (presséao)

Agua destilada

Figura 3 — Sistema de aeracao utilizado para coletar os compostos volateis organicos liberados por mudas de
Cocos nucifera sob trés diferentes tratamentos (planta sadia, planta com dano mecénico e planta sob herbivoria
de lagartas de Brassolis sophorae).

Para a coleta dos volateis liberados pelo coqueiro foram utilizadas mudas com
aproximadamente 15 a 24 meses de idade previamente tratadas e mantidas no viveiro Foram
utilizados trés tratamentos para determinar o efeito da herbivoria de B. sophorae sobre a
liberacdo de volateis nas mudas de coqueiro: | — planta sadia (N = 11); Il — planta com dano
mecanico (N = 3); 11l — planta sob herbivoria de lagartas de B. sophorae (N = 7). As folhas de
coqueiro foram aeradas por um periodo de 48h ininterruptamente ap6s a aplicacdo de cada

tratamento.
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Figura 4 — Folha de muda de Cocos nucifera envolvida com saco de poliéster utilizado como camara do sistema
de aeracéo.

No tratamento | uma folha da muda do coqueiro foi limpa somente com agua
destilada, utilizando um borrifador, e seca com papel toalha antes de ser aerada. No
tratamento Il a folha também foi limpa conforme descrito no tratamento | e foram realizados
quinze injurias de 2cmz2, com um auxilio de uma régua e uma tesoura, totalizando um dano de
30cm2 por folha antes de ser aerada. Para a realizacdo do tratamento 111 foram isoladas vinte
lagartas de B. sophorae em 0ltimo instar, estas foram mantidas 24h sem alimento e
posteriormente alocadas sobre a folha previamente limpa e deixadas por aproximadamente
50min. Este tratamento foi feito no periodo crepuscular, horario que normalmente se observa
as lagartas se alimentando no campo e no laboratorio. Apos esse procedimento as lagartas
foram removidas, a folha foi envolvida com o saco de poliéster e iniciou-se a aeracao.

4.5 Analise quimica e identificacdo dos compostos
As amostras obtidas a partir da aeracdo das mudas de C. nucifera foram concentradas

para 400ul sob um suave fluxo de ar sintético e foram analisadas por cromatografia gasosa
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acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) (Shimadzu QP2010 Plus equipado com uma
coluna RTX-5 30 mx0.25 mm d.i.; Restek, Bellefonte, PA, USA). O volume de injecéo dos
extratos foi de 1ul no modo “splitless” (temperatura do injetor 250° C; injetor automatico
AOC 20i, Shimadzu). O gas helio foi utilizado como gas de arraste e a pressdo na cabeca da
coluna foi de 170kPa. A temperatura do forno da coluna foi mantida a 40°C por 1min, com
rampa de aquecimento 7°C min™ até atingir a temperatura de 250°C, e mantida por 10min. A
contribuicdo do composto induzido pela herbivoria em cada amostra de planta sob herbivoria
de lagartas de B. sophorae e planta com dano mecénico foi calculada como uma percentagem
de acordo com a metodologia seguida por Geervliet et al. (1997), dividindo a area do pico do
composto induzido pela herbivoria pela area total dos picos dos compostos identificados na
amostra. A identificacdo dos compostos foi realizada por comparacdo dos indices de Kovats
(K1) calculados e espectros de massas de cada composto com a literatura e biblioteca de
referéncias. Além disso, para 6-metil-5-hepten-2ona, Geranil acetona e Decanal, compostos
sintéticos foram coinjetados e seus tempos de retencdo e espectros de massas foram

comparados com as amostras.

4.6 Bioensaios de olfatometria

A resposta comportamental dos parasitoides W. analis aos extratos de plantas sob
herbivoria de lagartas de B. sophorae foi testada em um olfatbmetro em Y com 2,5cm de
didametro, tubo principal com 14cm de comprimento bifurcado em dois bragos de 11cm. O
bioensaio foi operado com um fluxo de ar continuo com uma vazio de 2L min™ previamente
umidificado e filtrado com carvao ativo. Antes dos testes foi realizada uma simulagdo da
propagacédo do odor para visualizar a distribuicdo da pluma dentro do sistema. Para isto, acido
cloridrico e hidréxido de amonio foram misturados, gerando uma fumaca fria, seguindo o
método descrito por Baker & Linn (1984).

Em um dos bragos menores do olfatdmetro foi introduzido como fonte de odor um
pedaco de papel filtro, medindo 1,5cm de largura e 3cm de comprimento, contendo 20ul do
extrato obtido a partir da aeracdo de plantas sob a herbivoria de lagartas de B. sophorae, no
outro brago foi introduzido um pedaco de papel filtro contendo 20pl de hexano, utilizado
como controle. Um individuo, macho ou fémea, foi introduzido na base do olfatdmetro e seu
comportamento observado durante doze minutos. Foi registrado como escolha para
determinada fonte de odor quando o inseto se direcionou para um dos bragos menores do
olfatdbmetro, passando pelo menos 5¢cm apds a divisdo com o tubo principal. Apds no maximo

dez testes o olfatbmetro foi lavado com detergente neutro e agua, enxaguado com alcool e
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agua destilada e posteriormente colocado na estufa a 120°C por no minimo uma hora para
evitar contaminacdo. A cada quatro repeticdes a posicdo dos tratamentos foi alternada,
girando o olfatdmetro para evitar que os insetos se habituassem a um dos lados.

Ap0s a emergéncia dos adultos, machos e fémeas de W. analis foram mantidos em
uma gaiola (40x40x40cm) sendo alimentados com solugcdo de melago diluido em agua, por no
minimo 24h antes, com a finalidade de garantir que os adultos testados estivessem acasalados.
Aproximadamente 4h antes dos testes os adultos foram individualizados em potes de 50ml e
mantidos na sala de realizacdo dos experimentos até o horario dos testes (14h as 17h), que

estava climatizada a uma temperatura entre 25 £+ 1°C e umidade de 55%.

4.7 Biologia de Winthemia analis
4.7.1 Ciclo de vida
Das lagartas de B. sophorae obtidas em campo, foram separadas 28 pupas
parasitadas (Figura 2a) e registrados os seguintes dados: | - nimero de larvas de W. analis por

pupa de B. sophorae parasitada, Il - tempo de emergéncia das larvas de W. analis apds a
lagarta de B. sophorae empupar, 111 - duracdo da fase de pupa e IV — longevidade dos adultos
de W. analis.

4.7.2 Dimorfismo sexual

Para a andlise do dimorfismo sexual alar por meio da morfometria geométrica, foram
dissecadas as asas direitas de 22 individuos (11 fémeas e 11 machos), com o auxilio de um
estereomicroscopio éptico Motic (SMZ — 168 series), utilizando duas pincas de pontas finas
para a separacdo das mesmas. As asas foram fixadas entre duas laminas de vidro e vedadas
com fita adesiva para manter as estruturas planas, a fim de obter uma melhor captura da
imagem. Para a captura das imagens das asas foi utilizado um estereomicroscépio Leica
EZ4D com ampliacdo de 10X utilizando o programa Leica Application suite versao 1.6.0. Em
cada asa foram marcados 14 marcos anatdmicos homdlogos (Figura 5), utilizando
inicialmente o programa TpsUtil versdo 1.46 e em seguida o software TpsDig2 versao 2.16.
Além da analise de morfometria geométrica, também foi realizada uma analise morfoldgica,
com o intuito de verificar a existéncia de novos caracteres que comprovem o dimorfismo
sexual. Apesar de ja existir uma caracteristica (cerdas fronto-orbitais presentes somente nas
fémeas) que separe machos e fémeas utilizado por Marcicano et al. (2009), porém dificil de

ser observado.
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Figura 5 — Asa direita de Winthemia analis com os 14 marcos anatdmicos utilizados para analisar a existéncia
de dimorfismo sexual alar.

4.8 Andlises estatisticas

ComparacOes entre as respostas comportamentais dos insetos em olfatdbmetro em Y
para 0s extratos obtidos na aeracdo versus o controle foram feitos por meio de teste binomial.
Individuos que ndo escolheram nenhum dos bragos foram excluidos da andlise estatistica.
Para analisar a diferenca na contribuicdo do composto induzido pela herbivoria entre as
amostras de planta com sob herbivoria de lagartas de B. sophorae e planta com dano
mecanico foi realizado o teste T. O programa estatistico utilizado foi o R (R Development
Core Team 2014).

Os dados obtidos atraves do software TpsDig2 foram levadas ao programa MorpholJ
(versdo 1.02e), posteriormente foram realizadas uma ANOVA de Procrustes e uma anélise de

funcéo discriminante (DFA) afim de verificar a existéncia de dimorfismo sexual alar.
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5. RESULTADOS
5.1 Compostos organicos volateis liberados por Cocos nucifera
A partir das amostras obtidas da coleta dos compostos organicos volateis emitidos
pelas plantas de C. nucifera foi possivel identificar cinco compostos (A, B, C, D e E). As
andlises dos extratos no CG-EM mostraram que existe diferenca qualitativa entre o0s
tratamentos, planta sadia, planta sob herbivoria de lagartas de B. sophorae e planta com dano

mecanico (Tabela 1).

Tabela 1 — Identificacdo e frequéncia de compostos organicos volateis presentes nas amostras obtidas
a partir da aeracdo de folhas de mudas de C. nucifera sob os seguintes tratamentos: planta sadia =P.S.;
planta com dano mecénico = P.D.M. e planta sob herbivoria de lagartas de B. sophorae = P.H.B.

Tratamento
Composto R.T. K.l P.S. P.D.M. P.H.B.
(n=11) (n=3) (n=7)

Terpendide
Composto A DMNT 11,152 1118 0 2 7
Aldeidos
Composto C Nonanal 10,874 1106 11 3 7
Composto D Decanal 13,001 1207 11 3 7
Cetonas
Composto B 6-metil-5-hepten-2ona 8,334  986,2 11 3 7
Composto E Geranil acetona 17,749 1458 11 3 7

n — ndmero de repeticdes realizadas por tratamento
R.T. — tempo de retengdo em minutos
K.I. — indice de kovats

O composto A esteve presente em todos os extratos de planta sob herbivoria de
lagartas de B. sophorae e em dois dos trés extratos de planta com dano mecanico, seu tempo
de retencdo (Rt) e indice de kovats (KI) em coluna RTX-5 foram: Rt = 11,152min e Kl =
1118. O espectro de massas do composto A revelou um pico base de m/z 69 e ion molecular
de 150 Da (Figura 6).
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Figura 6 — Espectro de massas do composto A emitido por mudas de Cocos nucifera 48h ap6s a aplicacdo dos
seguintes tratamentos: Planta sadia, Planta com dano mecénico e Planta sob herbivoria de lagartas de Brassolis
sophorae.
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Comparacgdes dos espectros de massas com a biblioteca NIST indicaram que o
composto A seria o terpendide (E)-4-8-dimetil-1,3,7-nonatrieno, a comparacéo de seu KI com
a literatura disponivel (Kant et al., 2004) confirmou a identificacdo. O composto (E)-4-8-
dimetil-1,3,7-nonatrieno (CiiHig), conhecido como DMNT, é um homoterpeno aciclico
produzido a partir do sesquiterpenoide (E)-nerolidol (Degenhardt & Gershenzon, 2000).

Além do composto A induzido nos tratamentos planta sob herbivoria de lagartas de
B. sophorae e planta com dano mecanico, as analises no CG-EM mostraram que 0S
compostos B, C, D e E estavam presentes em todos os extratos de planta sadia, planta com
dano mecanico e planta sob herbivoria de lagartas de B. sophorae (Tabela 1), seus Rts e Kls
em coluna RTX-5 foram os seguintes: composto B: Rt = 8,334min e KI = 986,2; composto C:
Rt = 10,874min e Kl = 1106; composto D: Rt = 13,001min e KI = 1207 e composto E: Rt =
17,749min e KI = 1458. O espectro de massas do composto B revelou um pico base de m/z 43
e fon molecular de 126 Da (Figura 7), do composto C revelou um pico base de m/z 57 e ion
molecular de 124 Da (Figura 8) do composto D revelou um pico base de m/z 57 e ion
molecular de 138 Da (Figura 9) e do composto E revelou um pico base de m/z 43 e ion
molecular de 194 Da (Figura 10).
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Figura 7 — Espectro de massas do composto B emitido por mudas de Cocos nucifera 48h apds a aplicacéo dos

seguintes tratamentos: Planta sadia, Planta com dano mecénico e Planta sob herbivoria de lagartas de Brassolis
sophorae.
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Figura 8 — Espectro de massas do composto C emitido por mudas de Cocos nucifera 48h ap6s a aplicacdo dos
seguintes tratamentos: Planta sadia, Planta com dano mecénico e Planta sob herbivoria de lagartas de Brassolis
sophorae.
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Figura 9 — Espectro de massas do composto D emitido por mudas de Cocos nucifera 48h ap6s a aplicacdo dos
seguintes tratamentos: Planta sadia, Planta com dano mecanico e Planta sob herbivoria de lagartas de Brassolis
sophorae.
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Figura 10 — Espectro de massas do composto E emitido por mudas de Cocos nucifera 48h apds a aplicagdo dos
seguintes tratamentos: Planta sadia, Planta com dano mecanico e Planta sob herbivoria de lagartas de Brassolis
sophorae.

ComparacGes dos espectros de massas com a biblioteca NIST indicaram que o
composto C seria 0 Nonanal, a comparacdo de seu Kl com a literatura disponivel
(Hognadottir & Rouseff, 2003) confirmou a identificagdo. As comparacfes dos espectros de
massas dos compostos B, D e E com a biblioteca NIST indicaram que o composto B seria o
6-metil-5-hepten-2ona, o composto D seria 0 Decanal e 0 composto E seria 0 Geranil acetona,
a comparacdo de seus Kls com a literatura disponivel (Hognadottir & Rouseff, 2003; Adams,
2007) e a coinjecdo de compostos sintéticos confirmaram a identificagéo.

A contribuicdo do DMNT nas amostras de C. nucifera sob dano mecénico foi de
13,35% e 10,04%, ja nas amostras de C. nucifera sob herbivoria de lagartas de B. sophorae
foi de 14,86%; 39,86%; 74,44%; 30,11%; 46,64% e 57,86%. O teste T revelou que existe
diferenca significativa entre os tratamentos (p<0,05), ou seja, a contribuicdo do DMNT foi
menor nas amostras de C. nucifera sob dano de lagarta em relagdo as de C. nucifera sob

herbivoria de lagartas de B. sophorae.
5.2 Bioensaios de olfatometria

Foram utilizados 25 individuos (macho ou fémea) nos bioensaios de olfatometria, 0s

quais revelaram que ndo houve diferenca significativa na atracdo de machos e fémeas de W.
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analis para os extratos provenientes da aeragdo de plantas sob herbivoria de B. sophorae
(p=0.4244).

5.3 Biologia de Winthemia analis
5.3.1 Ciclo devida

De 28 pupas parasitadas de B. sophorae emergiram 79 larvas do parasitoide W.
analis. A taxa de emergéncia dos adultos de W. analis foi de aproximadamente 73%, sendo
que das 79 pupas emergiram 58 adultos. O nimero minimo e maximo de larvas de W. analis
que emergiram por pupa de B. sophorae, foram respectivamente um e dez, sendo o nimero
maximo observado em apenas uma pupa de B. sophorae, e 0 niUmero minimo em quatorze
pupas de B. sophorae, com uma média de aproximadamente 2,8 + 0,49 larvas por pupa
(média + Erro padrao).

Quanto ao tempo minimo e maximo para a emergéncia das larvas de W. analis ap6s a
formagé&o da pupa de B. sophorae, foram respectivamente oito e quatorze dias, sendo o tempo
méaximo observado em oito larvas de W. analis, e o tempo minimo em 45 larvas de W. analis,
com uma média de aproximadamente 10,2 + 0,48 dias (média £ Erro padrdo).

Também foi observado no ciclo de vida do parasitoide a duracéo da fase de pupa de
54 individuos e verificou-se duracdo minima de sete dias e duracdo maxima de dezessete dias,
o valor médio foi de aproximadamente 13,6 + 0,21 dias (média + Erro padrdo). A longevidade
de quarenta adultos de W. analis foi analisada e constatou-se duracdo minima de dois dias e

duracdo maxima de 28 dias, sendo o valor médio de 10,9 + 1,07dias (média + Erro padrao).

5.3.2 Dimorfismo sexual
A anélise de funcdo discriminante mostrou que ndo existe diferenca quanto ao
tamanho generalizado das asas (p=0,9259) (Figura 11), porém ha diferenca significativa no
que se refere a forma das asas (p<0,0001) (Figura 12). Os testes de validacdo cruzada
permitiram a identificacdo do sexo dos individuos com 81,81% de acerto.
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Figura 11 — Comparacdo grafica dos tamanhos de centrdide da asa entre os grupos macho e fémea Winthemia
analis.

Frequency

Figura 12 — Gréfico da andlise de funcdo discriminante (DFA) utilizada para comprovar a existéncia de
dimorfismo sexual alar em Winthemia analis.

A distancia de Mahalanobis entre os sexos foi de 6,9505. Observando-se o formato
das asas geradas apds sobreposicdo de Procrustes percebe-se que machos e fémeas diferiram
na forma, sendo que a maior divergéncia foi observada nos marcos anatémicos 1, 3, 6 e 7

(Figura 13).
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Figura 13 — Diferenca de forma entre as asas de machos e fémeas de Winthemia analis (fator de escala 2.0).

Para analise das caracteristicas morfologicas foram utilizados 115 individuos e foi
encontrado dimorfismo sexual evidente no abdémen, onde os machos (n=50) possuem cerdas
longas e volumosas em formato de gotas. J& as fémeas (n=65) possuem suas cerdas menores e
menos volumosas, possibilitando a visualizagdo da polinosidade no penultimo tergito (Figura
14).

Figura 14 — Vista ventral do abddmen de Winthemia analis. (a) fémea e (b) macho.
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6. DISCUSSAO

6.1 Compostos organicos volateis liberados por Cocos nucifera

O homoterpeno (E)-4-8-dimetil-1,3,7-nonatrieno, conhecido como DMNT, liberado
pelas plantas de C. nucifera sob herbivoria de lagartas de B. sophorae e com dano mecanico,
tem sido frequentemente encontrado em diversas intera¢fes entre plantas e herbivoros. J& foi
observado que plantas de feijdo fava, Phaseolus lunatus, infestadas pelo acaro Tetranychus
urticae (Acari: Tetranychidae) liberam o (E)-4-8-dimetil-1,3,7-nonatrieno (Dicke et al.,
1990). Além da herbivoria, a oviposicdo também pode induzir a emissdo desse composto,
como encontrado em plantas da espécie Ulmus minor (Ulmaceae) com posturas do coledptero
Xanthogaleruca luteola (Chrysomelidae) (Blichel et al., 2011). O DMNT também ja foi
identificado em amostras obtidas a partir da coleta de volateis de cachos de uva sem
infestacdo de herbivoros (Tasin et al., 2006).

Diversas pesquisas tem demonstrado que o DMNT é um composto envolvido na
defesa indireta de algumas plantas, ou seja, esse composto € atrativo para diversas espécies de
predadores e parasitoides dos herbivoros que estdo se alimentando das plantas. Ja foi
observado, por exemplo, que fémeas do &caro predador Phytoseiulus persimilis (Acari:
Phytoseiidae) foram mais atraidas para volateis liberados por plantas de feijdo fava infestadas
pelo herbivoro T. urticae contendo o DMNT e para o DMNT sintético quando comparadas
com o extrato da planta sem infestacdo (Dicke et al., 1990). Alguns bioensaios em olfatbmetro
e testes de campo também demonstraram que o parasitoide de ovos do herbivoro X. luteola,
Oomyzus galleruca (Hymenoptera: Eulophidae), também apresentou alta atratividade para o
homoterpeno (E)-4-8-dimetil-1,3,7-nonatrieno (Blichel et al., 2011).

Além de atuar atraindo inimigos naturais dos herbivoros, ja foi demonstrado que o
DMNT também pode interferir no comportamento de oviposicdo do herbivoro. Foi observado
que folhas de plantas de feijdo-de-lima emitindo, dentre outros compostos, 0 DMNT sofreram
uma menor oviposi¢do pelo herbivoro T. urticae, quando comparadas ao controle (Uefune et
al., 2014).

Em contrapartida, o composto DMNT também pode estar envolvido na atracdo de
herbivoros em algumas plantas. Experimentos com extratos contendo o DMNT, liberados por
cachos de uva sem infestacdo de herbivoros desencadeou respostas nas antenas de mariposas
fémeas do herbivoro Lobesia botrana (Lepidoptera: Tortricidae) e testes comportamentais em
tunel de vento confirmaram que as mesmas sdo mais atraidas para esse extrato e para uma

mistura de volateis com o DMNT e mais dois terpenodides sintéticos, quando comparadas ao
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controle (Tasin et al., 2006). As fémeas de L. botrana podem utilizar este composto como
estratégia para aperfeicoar a localizagdo da planta hospedeira e realizar a oviposicao.

A presenca do DMNT nas amostras de volateis de C. nucifera sob dano mecanico
pode ser corroborada pelo fato desse composto néo ser liberado somente por plantas apds a
inducdo de um dano realizado por herbivoros, podendo também ser emitido por plantas sem
dano ou danificada mecanicamente. J& foi observado que plantas de feijaio-comum Phaseolus
vulgaris (Fabaceae) emitem o DMNT quando estdo sadias, danificadas mecanicamente e sob
a herbivoria de larvas e adultos de duas espécies de moscas-minadoras, Liriomyza sativae e
Liriomyza huidobrensis (Diptera: Agromyzidae), apresentando apenas diferencas
quantitativas para este composto entre os diferentes tratamentos (Wei et al., 2006).

O composto nonanal foi encontrado em todas as amostras de volateis emitidas por C.
nucifera nos diferentes tratamentos, independente da inducdo por lagartas de B. sophorae.
Esse composto ja foi identificado por Fang et al. (2011) como um composto volatil da folha
do coqueiro.

O nonanal € um aldeido que ao ser emitido pela planta pode tanto desencadear
atratividade como repeléncia ao herbivoro. Experimentos realizados utilizando a técnica de
eletroantenografia (EAG) para verificar a resposta da mariposa Cactoblastis cactorum
(Lepidoptera: Pyralidae) aos compostos liberados por Opuntia stricta (Cactaceae) sem
infestacdo constataram que dentre os compostos identificados, o nonanal desencadeou a
segunda maior resposta nas antenas dos machos (Pophof et al., 2005). Um trabalho recente
identificou os compostos volateis liberados por sementes de milho e testou a resposta da
mariposa Sitotroga cerealella (Lepidoptera: Gelechiidae) a estes compostos por meio de EAG
e testes comportamentais em tunel de vento. Dentre os compostos foram identificados o
nonanal, um outro aldeido, o decanal e uma cetona, a geranil acetona. Os testes em EAG
revelaram que todos os compostos identificados desencadearam resposta nas antenas de
machos e fémeas de S. cerealella e os testes comportamentais em tlnel de vento revelaram
que a mistura de volateis emitida por sementes de milho é atrativa para machos virgens e
fémeas acasaladas de S. cerealella (Fouad et al., 2013).

Também j& foi verificada a liberacdo do nonanal e do decanal por folhas da
castanheira da india (Aesculus hippocastanum, Hippocastanaceae) sob o ataque da lagarta
minadora, Cameraria ohridella (Lepidoptera: Gracillariidae). Esta mistura de compostos
obtidas da castanheira influenciou no padréo de distribuicdo dos adultos de C. ohridella nas
folhas de A. hippocastanum. Foi verificado que os adultos evitaram as folhas sob o ataque de

lagartas de co-especificos no Gltimo estagio de desenvolvimento (Johne et al., 2006).
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No presente trabalho a cetona 6-metil-5-hepten-2ona foi encontrada nas amostras de
voléteis de C. nucifera sob os trés diferentes tratamentos, diversos trabalhos mostram que esse
composto tem sido identificado em plantas sadias ou apds algum tipo de dano, agindo tanto
como uma substancia de defesa como atrativa para herbivoros. Para mudas de trigo (Triticum
aestivum, Poaceae), por exemplo, quando foi verificada a liberacdo de compostos por plantas
sem e com infestacdo de Rhopalosiphum padi (Hemiptera: Aphididae), observou-se que
somente as plantas infestadas liberaram, dentre outros compostos, 0 6-metil-5-hepten-2ona.
Os bioensaios ainda revelaram que adultos de R. padi foram atraidos por volateis de mudas de
trigo sem dano e repelidos por volateis de mudas de trigo infestadas por R. padi. Esta
estratégia pode ter sido utilizada pelo herbivoro para evitar a competicdo (Quiroz et al., 1997).
Esse tipo de comportamento também ja foi demonstrado em fémeas da mariposa Spodoptera
frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae), as quais foram repelidas por volateis de plantas de
milho (Z. mays) atacadas por co-especificos (Signoretti et al., 2012).

Experimentos verificando a interacdo entre plantas da espécie Morus alba
(Moraceae) sadia, danificada mecanicamente e danificada por lagartas de Hyphantria cunea
(Lepidoptera: Arctiidae) constatou que dentre outros, 0 composto 6-metil-5-hepten-2-ona, foi
emitido somente por plantas danificadas mecanicamente e sob ataque do herbivoro. Esse
composto desencadeou uma resposta nas antenas dos machos do herbivoro e testes em tunel
de vento mostraram que os machos virgens foram significativamente mais atraidos por
volateis induzidos pela herbivoria de lagartas de H. cunea quando comparado ao controle
(Tang et al., 2012).

Além de ser encontrado em amostras de volateis liberados por plantas danificadas, ja
foi observado que a cetona 6-metil-5-hepten-2ona juntamente com a geranil acetona foram
emitidas por plantas sadias de Veronica spicata (Scrophulariaceae) e sob a herbivoria de
lagartas e oviposicdo dos adultos de Melitaea cinxia (Lepidoptera: Nymphalidae). Houve um
aumento na producdo destes dois compostos apds a herbivoria das lagartas, no entanto foi a
oviposi¢cdo que proporcionou uma maior producdo destes compostos pela planta (Pinto-
Zevallos et al., 2013). Experimentos com a planta Vicia faba (Fabeaceae) mostram que esta ao
ser atacada pelo pulgéo Acyrthosiphon pisum (Hemiptera: Aphididae) aumentou a produgéo
do composto 6-metil-5-hepten-2-ona, o qual desencadeou uma forte resposta nas antenas do
parasitoide Aphidius ervi (Hymenoptera: Braconidae). Testes em tunel de vento mostraram
que A. ervi foi mais atraido para os volateis induzidos pela herbivoria de A. pisum em ralagéo
a planta sadia e pelo composto sintético 6-methyl-5-hepten-2-ona em relacéo ao controle (Du

etal., 1997).
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As plantas ndo sdo os Unicos organismos que utilizam a cetona 6-metil-5-hepten-2-
ona. Este composto também foi encontrado em glandulas abdominais de machos e fémeas da
borboleta Agraulis vanillae (Lepidoptera: Nymphalidae), sendo sugerido que este composto

possa desempenhar papel de defesa contra predadores (Ross et al., 2001).

6.2 Bioensaios de olfatometria

A partir dos dados provenientes dos bioensaios em olfatbmetro em Y néo foi possivel
estabelecer uma interacéo tritrofica entre C. nucifera, B. sophorae e o parasitoide W. analis,
contrastando com diversos estudos que tém demonstrado atratividade de predadores e
parasitoides para compostos organicos volateis induzidos pela herbivoria.

Observacdes comportamentais mostram que a resposta dos inimigos naturais aos
volateis de plantas pode ser afetada por fatores como a espécie da planta, a espécie e o estagio
de vida do herbivoro que a danificou e a experiéncia prévia dos inimigos naturais a esses
volateis (Turlings et al., 1995; Dicke & Vet, 1999; Degen et al., 2004; Mumm et al., 2005). O
comportamento de busca e selecdo de hospedeiro utilizado pelas moscas da familia
Tachinidae ainda é pouco conhecido, 0 pouco que se sabe € que algumas espécies desta
familia sdo capazes de utilizar pistas olfativas, auditivas, visuais e tateis para encontrar seu
hospedeiro (Stireman et al., 2006). Ao contrario de outros entomdéfagos, os parasitoides séo
dependentes de recursos finitos contidos em um Unico hospedeiro (Harvey, 2005). Por esta
razdo, os parasitoides necessitam de pistas quimicas facilmente detectaveis e confiaveis para a
localizacdo do seu hospedeiro (Vet & Dick, 1992).

Uma das hipdteses que poderia explicar a falha na atracdo dos parasitoides aos
volateis liberados por C. nucifera sob a herbivoria de lagartas de B. sophorae seria o fato de
que os horéarios de atividade, liberacdo e resposta a estimulos quimicos dos insetos variam de
acordo com a biologia de cada espécie. Os testes foram realizados no periodo entre 14h as
17h, horério que as lagartas estdo dentro do ninho, uma vez que segundo Zanetti et al. (1999),
as lagartas de B. sophorae apresentam comportamento de forrageamento crepuscular. O
horéario do teste foi escolhido devido os adultos de W. analis se apresentarem bastante ativos
nesse periodo. Porém, provavelmente os adultos de W. analis realizem o comportamento de
busca e selecdo de seu hospedeiro no horario que as lagartas estdo se alimentando. Apesar de
alguns avancos referentes a biologia do parasitoide, pouco ainda se sabe sobre a ecologia e
comportamento de W. analis.

O possivel comportamento de busca e selecdo de W. analis pelas lagartas de B.

sophorae no horario em que as mesmas estdo forrageando pode ser explicado pelo fato de que
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durante a fotofase as lagartas estdo agregadas em seu ninho. A agregacdo das lagartas em
ambientes fechados pode dificultar a oviposicdo de W. analis, pois foi observado em
laboratério que mediante a presenca de adultos de W. analis as lagartas de B. sophorae
aparentemente realizam um possivel comportamento de defesa, agitando bruscamente a parte
anterior do seu corpo. O mesmo comportamento ja foi observado em algumas lagartas da
familia Sphingidae quando excitadas (Lima, 1950).

Outro fator que pode ter acarretado a falta de atratividade dos parasitoides, pode ser
devido ao fato de que a coleta dos volateis de C. nucifera foi realizada por 48h ininterruptas,
desta maneira, estavam presentes nas amostras os volateis liberados por C. nucifera durante
periodos de luz (fotofase) e escuro (escotofase). Segundo Kesselmeier & Staudt (1999) a
emissdo dos compostos pode variar de acordo com a luz e a temperatura. Neste sentido, pode
ser que uma mistura especifica seja emitida por C. nucifera somente no horéario da atividade
do herbivoro, com as proporc@es corretas entre 0s compostos da planta (Bruce et al., 2005) e
das lagartas. Esta mistura pode ser particularmente atrativa para os parasitoides.

Apesar do pouco conhecimento sobre a biologia de W. analis é possivel que esta seja
uma espécie de parasitoide generalista, espécies do género Winthemia ja foram registradas
parasitando lagartas das espécies Eryphanis greeneyi (Lepidoptera: Nymphalidae) (Greeney et
al., 2011) Caligo atreus (Lepidoptera: Nymphalidae) (Calvo, 2004), Spodoptera frugiperda
(Lepidoptera: Noctuidae) (Delfin-Gonzélez et al., 2007) e Nyssia graecarius (Lepidoptera:
Geometridae) (Safaralizadeh & Karimpour, 2007). Neste caso, a falta de atratividade dos
adultos para os volateis emitidos por C. nucifera sob a herbivoria de lagartas de B. sophorae
pode ser explicada pela teoria da aprendizagem associativa. Esta teoria explica que durante o
processo de busca e selecdo, o parasitoide aumenta sua eficiéncia de busca apés um contato
prévio, aprendendo a associar a presenca de seu hospedeiro por meio um estimulo
experimentado no momento em que 0 mesmo foi localizado (Godfray, 1994). O parasitoide de
ovos Chrysonotomyia ruforum (Hymenoptera, Eulophidae) ndo foi atraido para os volateis
liberados por Pinus sylvestris (Pinaceae) ap6s a oviposi¢cdo do herbivoro Diprion pini
(Hymenoptera: Diprionidae) quando ndo foram previamente expostos as plantas com ovos do
hospedeiro por um periodo de 24 horas (Mumm et al., 2005). As moscas de W. analis ndo
tiveram contato prévio com as lagartas de B. sophorae e nem com os volateis de defesa
emitidos por C. nucifera sob a herbivoria das lagartas. Esta teoria é fortalecida quando o
parasitoide é generalista.

No caso de ser um parasitoide especialista, 0 inseto poderia utilizar outras estratégias

além dos volateis para localizar seu hospedeiro, principalmente se a janela de tempo na qual o
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herbivoro esta disponivel para parasitar € pequena ou se as fémeas de W. analis parasitarem
somente lagartas em um instar especifico. A especificidade da mistura de volateis liberada
pelas plantas pode variar também com o estagio de vida do herbivoro. Ja foi verificado que
fémeas do parasitoide C. kariyai distinguem danos provocados por lagartas de P. separata
somente até o quarto instar (Takabayashi & Dicke, 1996). No presente trabalho, para a
inducdo dos volateis de defesa foram utilizadas somente lagartas de ultimo instar, portanto
caso a oviposicdo de W. analis ocorra em um instar especifico anterior ao ultimo, é provavel
que ela necessite de uma mistura de volateis provenientes de plantas de C. nucifera atacadas
por lagartas nesse estéagio.

Os resultados obtidos no olfatbmetro também podem ser explicados pelo fato de que
alguns adultos de W. analis sobreviveram até 28 dias em laboratorio, desta maneira € possivel
especular que os adultos de W. analis ndo estejam maduros sexualmente em seus primeiros
dias de vida. Foi observado para adultos de moscas da espécie Anastrepha sororcula (Diptera:
Tephritidae) que os machos atingiram a maturidade sexual em 11,75 + 2,54 (média + Erro
Padrdo) dias ap0s sua emergéncia e as fémeas 18,94 + 2,86 (média £ Erro Padrdo) dias
(Facholi-Bendassolli & Uchéa-Fernandes, 2006).

6.3 Biologia de Winthemia analis
6.3.1 Ciclo devida

O numero méaximo e médio de larvas de parasitoides por pupa de B. sophorae
parasitada diferiu dos resultados encontrados por Marcicano et al. (2009), os quais
encontraram dezesseis larvas de W. analis emergindo de dez pupas parasitadas de B.
sophorae, com uma média de 1,6 parasitdides por hospedeiroe um numero maximo de trés
parasitéides por hospedeiro. Esta diferenca pode ser explicada pelo fato de que os parasitoides
descritos por Marcicano et al. (2009) estavam expostos a uma maior densidade de
hospedeiros, desta maneira diminuindo o numero de larvas por pupa parasitada. Alguns
trabalhos mostram que a taxa de parasitismo pode variar em funcdo da densidade do
hospedeiro, do tempo de exposicdo e da distribuicdo no ambiente (Hassell & May, 1973;
Foerster et al., 2001; Pratissoli et al., 2005). Devido ao fato da biologia de W. analis
parasitando B. sophorae ainda ser pouco estudada, nada se sabe sobre o tempo para a
emergéncia das larvas de W. analis ap0s a formacéo da pupa de B. sophorae.

Os dados relacionados ao tempo de duragédo da fase de pupa obtidos para W. analis
deve apresentar relagdo com a temperatura em que as pupas foram mantidas em laboratoério,

podendo este tempo ser diferente do observado no habitat natural. Pupas de duas espécies de
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mosca, Bactrocera carambolae e Bactrocera papaya (Diptera: Tephritidae), foram analisadas
em laboratdrio sobre diferentes temperaturas, variando de 15°C a 35°C. Foi observado para B.
carambolae que a duracdo da fase das pupas aumentou de 7.7 dias quando mantidas a 30°C
para 30.1 dias a 15°C e a duracdo da fase das pupas de B. papaya aumentou de 7.2 dias
qguando mantidas a 30°C para 29.1 dias a 15°C. N&o foi registrada a emergéncia de nenhum
adulto quando a temperatura mantida foi de 35°C (Danjuma et al., 2014).

Os dados obtidos neste trabalho com relacdo a longevidade dos adultos de W. analis
corroboraram com os resultados observados para adultos da mosca Ceratitis capitata
(Diptera: Tephritidae). Os individuos foram criados em laboratorio, sob condi¢des controladas
de temperatura (26 + 1°C), umidade relativa (70% a 80%) e alimentados com a mesma dieta,
apresentando duracdo da fase adulta de 27,1 + 25,45 dias para fémeas e 27,8 £ 14,70 dias para
machos (Joachim-Bravo et al., 2010). A longevidade dos individuos de W. analis pode estar
relacionada com o tipo de alimentacédo, temperatura e umidade relativa do ar a qual os insetos
sdo submetidos. Alguns estudos tém demonstrado que estes fatores podem influenciar o ciclo
de vida de algumas espécies de moscas (Fletcher, 1989; Joachim-Bravo et al., 2010; Danjuma
etal., 2014).

6.3.2 Dimorfismo sexual

O dimorfismo sexual de forma alar mostrou-se evidente nos adultos de W. analis de
uma mesma populacdo, assim como observado em adultos de Culex quinquefasciatus e Aedes
scapularis (Diptera: Culicidae) (Moratore, 2009; Devicari et al., 2011). Apesar de ndo ter
existido diferenca no tamanho do centroide nas asas entre machos e fémeas de W. analis de
uma mesma populacdo, os individuos de C. quinquefasciatus apresentaram diferenca no
tamanho de centrdide das asas entre machos e fémeas da mesma populacdo, sendo que as
fémeas apresentaram tamanho de centrdide maior que os machos (Moratore, 2009). Ja
individuos de trés diferentes populacdes de Ae. scapularis ndo apresentaram dimorfismo
sexual de tamanho de centréide intrapopulacional, com excecdo de uma populacdo, onde as
fémeas apresentaram asas maiores (Devicari et al., 2011).

O resultado da analise de dimorfismo sexual alar entre adultos da mosca
Microcerella halli (Diptera: Sarcophagidae) diferiu em parte dos resultados obtidos em W.
analis, de maneira que os sexos de M. halli diferem entre si no que se refere ao tamanho do
centrdide e na forma alar, sendo que os machos apresentaram tamanho de centréide maiores

do que as fémeas (Silveira, 2011).
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Os resultados encontrados em W. analis podem ser relacionados com a teoria sobre o
desenvolvimento alar em Aedes Aegypti (Diptera: Culicidae). Esta teoria afirma que a forma
alar em individuos de Ae. aegypti € uma caracteristica herdavel e sofre pouca influéncia por
fatores ambientais, em contrapartida o tamanho alar, apesar de também ser herdavel, pode ser
facilmente influenciado pelas condi¢cdes ambientais como densidade larval e quantidade de
alimento (Jirakanjanakit et al., 2007; 2008), umidade relativa do ar (Morales-Vargas et al.,
2010) e temperatura (Scott et al., 2000; Tsuda & Takagi, 2001). Resultados encontrados com
Drosophila melanogaster (Diptera: Drosophilidae) também sugerem que a forma alar é uma
caracteristica menos sensivel as variacbes ambientais do que o tamanho alar (Breuker et al.,
2006).

De acordo com Devicari et al., (2011) a forma alar aparenta ser uma caracteristica
mais estavel que o tamanho, desta maneira pode ser utilizada com maior confiabilidade na
sexagem por meio da morfometria geométrica.

Alguns estudos com dipteros tém demonstrado o fato das asas desempenharem
diferentes funcbes para ambos os sexos reflete em uma diferenca de forma (Wekesa et al.,
1998; Forattini, 2002). No caso de W. analis o formato das asas das fémeas pode estar
relacionado com a funcdo de busca por um hospedeiro e oviposicao, ja o formato das asas dos
machos deve estar relacionado com a reproducao.

A caracteristica encontrada no penultimo tergito dos machos, observada através da
analise morfologica dos adultos de W. analis, ja foi citada como um dimorfismo sexual
presente em machos do género Winthemia, sendo denominado “sex patches” (Greeney et al.,
2011). Porém nenhum registrado fotogréafico foi realizado, mediante este fato o presente
trabalho realizou este registro evidenciando a diferenca no abdémen entre machos e fémeas.
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7. CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos neste trabalho foi possivel concluir que os compostos
organicos volateis emitidos por C. nucifera sob herbivoria de lagartas de B. sophorae e com
dano mecénico diferiram qualitativamente dos volateis emitidos por C. nucifera sadia, sendo
que as plantas sob herbivoria e com dano mecanico emitiram o homoterpeno (E)-4-8-dimetil-
1,3,7-nonatrieno (DMNT). A contribuicdo do DMNT nas amostras de volateis emitidos por C.
nucifera sob herbivoria de lagartas de B. sophorae diferiu nas amostras de volateis emitidos
por C. nucifera com dano mecanico, de maneira que a contribuicdo do DMNT foi maior nas
plantas de C. nucifera sob herbivoria de lagartas de B. sophorae.

Os bioensaios revelaram que os adultos de W. analis ndo apresentaram atratividade
pelos extratos contendo volateis emitidos por C. nucifera sob herbivoria de lagartas de B.
sophorae quando comparados ao controle (hexano).

Os adultos de W. analis apresentaram dimorfismo sexual no que diz respeito a forma
das asas, porém nado apresentaram diferenca de tamanho de centrdide entre machos e fémeas.
A anélise morfoldgica dos adultos constatou a existéncia de uma caracteristica no abdémen
dos machos, a qual pode ser utilizada como referéncia para confirmagcdo do sexo em W.

analis.
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