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INTERACAO ENTRE Rhynchophorus palmarum (L., 1758) (COLEOPTERA:
CURCULIONIDAE) E O PARASITOIDE Billaea rhynchophorae (BLANCHARD, 1937)
(DIPTERA: TACHINIDAE)

RESUMO

Rhynchophorus palmarum (L., 1758) (Coleoptera: Curculionidae) é a principal praga de
arecaceas na regido Neotropical. Ocorre em varios estados brasileiros, atacando além das
palmeiras, diversas culturas de importancia econémica. No coqueiro Cocos nucifera L. e
dendezeiro Elaeis guineensis Jacg., causa danos diretos e indiretos, levando a reducdo da
produtividade. Os métodos de controle mais utilizados sdo o cultural, o comportamental e o
biologico, embora nenhum deles seja eficiente, econdémico e ecologicamente viavel. Moscas-
parasitoides do género Billaea Robineau-Desvoidy, 1830 (Diptera: Tachinidae) vém sendo
utilizadas no controle de pragas de grandes culturas na América Latina e, no Brasil, é
registrado o parasitismo natural de Billaea spp. sobre R. palmarum em plantacdes de dendé,
porém, ndo existem estudos sobre a ecologia quimica desses inimigos naturais. Assim, 0
presente trabalho teve como objetivo identificar Compostos Organicos Volateis (COVs)
envolvidos na interacdo praga-parasitoide, bem como o0s compostos cuticulares de Billaea
rhynchophorae (Blanchard, 1937). A praga e o parasitoide foram coletados em plantac6es de
dendé no estado da Bahia, Brasil, transportados ao Laboratério de Pesquisa em Recursos
Naturais (LPqRN) e acondicionados em BOD. Volateis de larvas de R. palmarum e estipe de
dendezeiro foram obtidos através da técnica de headspace dindmico, e também foram feitas
extracOes cuticulares de diferentes partes de B. rhynchophorae por meio de solvente. Os
extratos de headspace e cuticulares foram analisados e os compostos foram identificados por
meio de Cromatografia Gasosa acoplada ao Detector de lonizagdo em Chama (CG-FID) e
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-MS). As andlises quimicas
revelaram a presenca de 17 compostos nos extratos de headspace e sete nos extratos
cuticulares. Nos bioensaios de eletroantenografia, trés compostos presentes no headspace
foram ativos para fémeas de B. rhynchophorae. Os compostos identificados nos extratos
cuticulares sdo semelhantes entre as partes analisadas e pertencem a classe dos

hidrocarbonetos.

Palavras-chave: Arecaceas, Controle Biol6gico, Compostos Organicos Volateis, Ecologia

Quimica.



INTERACTION BETWEEN Rhynchophorus palmarum (L., 1758) (COLEOPTERA:
CURCULIONIDAE) AND THE PARASITOID Billaea rhynchophorae (BLANCHARD,
1937) (DIPTERA: TACHINIDAE)

ABSTRACT

Rhynchophorus palmarum (L., 1758) (Coleoptera: Curculionidae) is the main pest of
arecaceae in the Neotropical region. It occurs in several Brazilian states and attacks, in
addition to palm trees, several cultures of economic importance. In coconut Cocos nucifera L.
and oil palm Elaeis guineensis Jacq., it causes direct and indirect damage, leading to reduced
productivity. The most used control methods are cultural, behavioral and biological, although
none of them is efficient, economical and ecologically viable. Parasitoid flies of the genus
Billaea Robineau-Desvoidy, 1830 (Diptera: Tachinidae) have been used to control pests of
large crops in Latin America and, in Brazil, the natural parasitism of R. palmarum by Billaea
spp. in oil palm plantations is recorded, but there are no studies on the chemical ecology of
these natural enemies. Thus, the present work aimed to identify Volatile Organic Compounds
(VOCs) involved in the pest-parasitoid interaction, as well as the cuticular compounds of
Billaea rhynchophorae (Blanchard, 1937). The pest and the parasitoid were collected in oil
palm plantations in the state of Bahia, Brazil, transported to the Natural Resources Research
Laboratory (LPgRN) and keptin in BOD. The volatiles from R. palmarum larvae and oil palm
stem were obtained through the dynamic headspace technique, and cuticular extractions of
different parts of B. rhynchophorae were also performed using solvent. The headspace and
cuticular extracts were analyzed and the compounds were identified by Gas Chromatography
coupled to the Flame lonization Detector (GC-FID) and Gas Chromatography coupled to
Mass Spectrometry (GC-MS). Chemical analyzes revealed the presence of 17 compounds in
the headspace extracts and seven in the cuticular extracts. In the electroantenography
bioassays, three compounds present in the headspace were active for B. rhynchophorae
females. The compounds identified in the cuticular extracts are similar among the analyzed

parts and belong to the hydrocarbon class.

Keywords: Arecaceae, Biological Control, Volatile Organic Compounds, Chemical Ecology.
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1 INTRODUCAO

As palmeiras (Arecaceae) tém grande importancia para o Brasil, seja para 0 uso
ornamental ou econdmico. Entre elas, destacam-se o dendezeiro Elaeis guineensis Jacg. € 0
coqueiro Cocos nucifera L., consideradas oleaginosas de importancia econdmica, para
pequenos, médios e grandes produtores (OLIVEIRA; RIOS, 2014; PAZ; PEDROZA;
OLIVEIRA, 2017; BRAINER, 2018).

O Brasil € o quinto maior produtor mundial de coco e tem no Nordeste a principal
regido produtora (FAOSTAT, 2020; IBGE, 2022). Considerada uma das oleaginosas mais
produtivas, o dendé vem sendo utilizado para diversos fins. O Brasil € o décimo maior
produtor de Oleo de palma, extraido dos frutos (FAO, 2018). Desta forma estas duas culturas
apresentam grande importancia para o pais, principalmente nas regides Norte e Nordeste.

As palmeiras em geral sofrem com o ataque de diversas insetos-praga, que podem
afetar todas as partes da planta, atrasando seu desenvolvimento e prejudicando a
produtividade, podendo levar a morte (FERREIRA; MICHEREFF-FILHO, 2002;
FERREIRA; LINS, 2006).

Dentre as pragas, destacam-se principalmente a broca-do-olho-do-coqueiro
Rhynchophorus palmarum (L., 1758) (Coleoptera: Curculionidae), principal praga de
arecaceas na regido Neotropical e presente na maioria dos estados brasileiros, e R. ferrugineus
(Olivier, 1790) (Coleoptera: Curculionidae), principal praga de palmeiras a nivel mundial, de
importancia quarentenaria ausente no pais e que ja se encontra em ilhas caribenhas (ABASS;
NASSER, 2012; GIBLIN-DAVIS et al., 2013; ROCHAT et al., 2017; DALBON et al., 2019).

A larva de R. palmarum é responsavel por danos diretos, pois se alimenta e se
desenvolve na regido apical das plantas. Ao se alimentar, formam galerias no interior das
palmeiras, resultando no amarelecimento, murcha e seca foliar, e na morte destas
(FERREIRA; LINS, 2006; FERREIRA et al., 2014), enquanto os adultos causam danos
indiretos, pois sdo vetores do nematoide Bursaphelenchus cocophilus (Cobb) Baujard,
causador do anel-vermelho, uma doenca letal para arecaceas (NAVARRO et al., 2002).

Com relacdo ao controle, os métodos mais utilizados séo o cultural, 0 mecéanico, o
comportamental e o biolégico (FERREIRA et al., 2014). Apesar dessas taticas, ndo existe
uma que seja eficiente, econdmica e ecologicamente viavel que possa sanar a ocorréncia de
elevados danos as palmeiras. Portanto, o controle das larvas pode ser uma alternativa a ser

explorada, pois a eliminacdo destas, leva & reducdo da populagdo da praga no campo e
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também pode permitir a recuperacdo da planta, principalmente se for feita no inicio da
infestacdo (NEGRISOLI JUNIOR et al., 2011).

No controle bioldgico, a mosca-parasitoide Billaea rhynchophorae (Blanchard,
1937) (Diptera: Tachinidae) surge como uma alternativa para o controle de coleobrocas
(LOHR; NEGRISOLI; MOLINA, 2019), pois suas larvas se desenvolvem no interior do
hospedeiro, consumindo o0s seus tecidos (O’HARA, 2008). Entretanto, ¢ fundamental
entender, através da ecologia quimica, 0 comportamento e a forma pela qual os parasitoides
interagem com seus hospedeiros (VARGAS; LASTRA; SOLIS, 2013; VARGAS et al.,
2018).

A ecologia quimica estuda as interacfes entre 0s organismos da mesma espécie, e
entre os organismos e seu ambiente. Nos insetos, substancias quimicas sdo as principais
responsaveis pelo comportamento. Essas substancias sdo conhecidas como semioquimicos,
quando provocam mudanca fisiologica ou comportamental em outro organismo, podendo
ainda ter acdo intraespecifica (feromonios) ou interespecifica (aleloquimicos) (ZARBIN;
RODRIGUES; LIMA, 2009; EL-SHAFIE; FALEIRO, 2017).

Na busca de um método sustentavel para o controle desta praga, o presente trabalho
tem como objetivo identificar os compostos organicos volateis (COVs) emitidos por larvas de
R. palmarum, bem como a atratividade de B. rhynchophorae a estes COVs, e caracterizar 0s

compostos cuticulares de B. rhynchopharae.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Importancia das palmeiras no Brasil

A familia Arecaceae tem 240 géneros e aproximadamente 2700 espécies,
predominantemente concentradas nas regiddes tropical e subtropical do planeta. Possuem
grande importancia ecoldgica e econémica, ampla distribuicdo e capacidade de adaptacdo a
diversos climas e solos (DRANSFIELD et al., 2008; SOARES et al., 2014).

No Brasil existem 390 espécies de arecaceas, a maioria nativa da regido amazonica,
onde pelo menos cinco géneros destacam-se pela importancia regional, nacional ou
internacional, como: Euterpe, Bactris, Astrocaryum, Oenocarpus e Jessenia. Juntos totalizam
20 espécies com potencial econbmico para o agronegocio de frutos, palmito e o6leo
comestivel, bem como alternativa para a producdo de biodiesel. Outros géneros importantes
séo Attalea, Mauritia e Elaeis (OLIVEIRA; RIOS, 2014).

Muitas espécies destes géneros citados séo utilizadas como plantas ornamentais,
outras apresentam grande importancia econémica em razdo do alto potencial de
aproveitamento de diversas partes da planta, destacando-se no mercado internacional o
dendezeiro Elaeis guineensis Jacg. e o coqueiro Cocos nucifera L., consideradas duas das
mais importantes oleaginosas do mundo, uma vez que seus derivados passam por um processo
de expansdo de producdo e consumo (LLERAS, 1985; FOALE; HARRIES, 2009; PAZ;
PEDROZA; OLIVEIRA; 2017).

2.2 Cultura do coco

O coqueiro é originario das bacias dos oceanos Pacifico e Indico, e atualmente esta
amplamente distribuido na Asia, Africa, América Latina e regides do Pacifico (GUNN:;
BAUDOUIN; OLSEN, 2011; CGIAR, 2014). O género Cocos apresenta apenas a espeécie C.
nucifera, representada por duas principais variedades, a Tipica (Gigante) e a Nana (And)
(TEULAT et al., 2000; ARAGAO, 2002).

Quinto maior produtor de coco do mundo e detentor da maior produtividade, o Brasil
tem area cultivada de cerca de 190 mil hectares e uma producédo de 2,33 milhGes de toneladas
por ano (tabela 1) (FAOSTAT, 2020; IBGE, 2022). A maior parte da producdo brasileira vem
de pequenos produtores, com areas inferiores a dez hectares. Com a capacidade de se adaptar
a areas com solo arenoso na costa brasileira, a cultura do coco propiciou o surgimento de uma
classe produtora, que passou a ocupar um ecossistema quase inviavel a outras atividades
agricolas (SIQUEIRA; ARAGAO; TUPINAMBA, 2002).
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Tabela 1. Producdo mundial de coco.

Pais Producao
(toneladas)

Indonésia 17.128.595
Filipinas 14.765.057
india 14.682.000
Sri Lanka 2.468.800
Brasil 2.330.949

Fonte: FAOSTAT (2020).

O Nordeste é a principal regido produtora de coco, com mais de 1,2 milhdes de
toneladas de frutos por ano, detém 81% da area plantada e 73,5% da producéo nacional. Nela
se localizam cinco dos sete principais estados produtores de coco no Brasil (tabela 2).

Tabela 2. Principais estados brasileiros produtores de coco.

Estado Producéo (toneladas)
Ceara 405.019
Bahia 288.192
Para 189.611
Sergipe 161.113
Espirito Santo 147.077
Pernambuco 137.702
Alagoas 98.556

Fonte: IBGE (2022).

2.3 Cultura do Dendé

O dendezeiro ou palma de 6leo E. guineensis é nativo da Africa ocidental e
introduzido no Brasil, inicialmente, no estado da Bahia, no fim do século XVI, e,
posteriormente, na regido amazobnica, onde, atualmente, se encontram as maiores areas
cultivadas do pais (VENTURIERI et al., 2009).

Considerada uma das oleaginosas mais produtivas e com um custo de producdo

inferior as demais, o dendé vem sendo utilizado para diversos fins na indUstria de alimentos,
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cosmeéticos, higiene e limpeza, agroenergia e biocombustiveis (ZIMMER, 2010; SEDAP-PA,
2020).

De acordo com Corley (2009), a cultura do dendé seria responsavel por suprir a
producdo mundial de éleo vegetal no futuro. Esta palmécea produz dois tipos de 6leo, o da
polpa, conhecido como 6leo de palma e o da améndoa, chamado de 6leo de palmiste.

Com uma producéo superior a 2,86 milhdes de toneladas de cachos e com mais de
202 mil hectares colhidos, o Brasil € 0 décimo maior produtor de dleo de palma, produzindo
450 mil toneladas (figura 1). A regido Norte destaca-se como a principal produtora, com mais
de 189 mil hectares plantados e producdo superior a 2,83 milhdes de toneladas de cachos,
bem a frente da regido Nordeste, que possui 13 mil hectares e uma producdo de 37 mil
toneladas de cachos. Para, Bahia e Roraima sdo o0s principais estados produtores
(SAMBANTHAMURTHI; SUNDRAM; TAN, 2000; FAO, 2018; IBGE, 2022).

Figura 1. Principais paises produtores de 6leo de palma.
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Fonte: FAO (2018).
2.4 Principais pragas

O coqueiro e o dendezeiro, bem como outras palméaceas, sofrem com o ataque de
diversos insetos que atacam folhas, flores, frutos, estipe a as raizes (FERREIRA;
MICHEREFF-FILHO, 2002). Dentre as principais pragas, destacam-se coledpteros da familia
Curculionidae, sendo fatores limitantes para o desenvolvimento das culturas, pois, tanto
podem atrasar 0 crescimento e producdo, como também provocar significativas perdas na
plantagdo (CORLEY; TINKER, 2003; FERREIRA; LINS, 2006).
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Dentre os curculionideos, destaca-se 0 género Rhynchophorus Herbst, 1795,
amplamente distribuido no planeta e com grande importancia econdmica, devido ao seu
potencial destrutivo a varias familias boténicas, principalmente Arecaceae. Podem atacar
plantas em diversos estagios de desenvolvimento, causando danos diretos e indiretos (EPPO,
2007; GIBLIN-DAVIS et al., 2013).

Na regido Neotropical, a principal praga deste género € a broca-do-olho-do-coqueiro
Rhynchophorus palmarum (L., 1758) (LOHR; VASQUEZ-ORDONEZ; LOPEZ-LAVALLE,
2015). Entretanto, mais recentemente, na década de 2010, foi introduzido nas Américas o
bicudo-vermelho R. ferrugineus (Olivier, 1790), considerado a principal ameaca do género,
com alcance mundial, e potencialmente perigosa ao continente americano. Atualmente esta
praga estd presente na regido caribenha, nas Antilhas Holandesas, Curacao e Aruba, esta
ultima localizada a apenas 26 quilometros da costa venezuelana, na Ameérica do Sul (RODA
et al., 2011; EPPO, 2016; ROCHAT et al., 2017; CABI, 2021).

No Brasil, o bicudo-vermelho é uma praga quarentenaria ausente, todavia, as
autoridades fitossanitarias lancaram o alerta preventivo pelo potencial de R. ferrugineus, que
poderia colocar em risco planta¢fes nativas e principalmente comerciais de arecaceas, sendo

necessario criar estratégias preventivas de monitoramento e manejo (DALBON et al., 2019).

2.4.1 Aspectos gerais de Rhynchophorus palmarum (L., 1758)

2.4.1.1 Caracteristicas morfoldgicas

A espécie R. palmarum é holometabola, ou seja, seu ciclo é formado pelas fases de
ovo, larva, pupa e adulto. As fémeas ao serem atraidas para a plantacdo penetram na regido
apical das plantas e colocam seus numerosos ovos (NAVARRO et al., 2002; FERREIRA,;
LINS, 2006). Os ovos sdo de forma cilindrica, com as duas extremidades arredondadas.
Medem 1,2 mm de comprimento e 0,3 mm de largura, e sua coloracdo varia de creme a
branco. As larvas recém-eclodidas medem 1,5 mm de comprimento e 0,3 mm de largura, séo
bastante ativas e com suas mandibulas em movimento constante, possuem o habito canibal.
Em menos de uma hora podem devorar vérias larvas e, ao término de uma ou duas horas,
podem duplicar ou triplicar sua massa corporal, podendo chegar a medir 7,5 cm de
comprimento e 2,5 cm de largura no final de seu desenvolvimento (figura 2) (FERREIRA et
al., 2014; LOHR, 2016).
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Figura 2. Larva de Rhynchophorus palmarum.

3

Fonte: Autor (2022).

Do tipo exarada e de cor amarelada, as pupas sdo formadas dentro de um pupario,
conhecido também como casulo, que mede de 8 a 10 cm de comprimento, feito de fibras do
substrato onde se alimentam as larvas (figura 3). Este casulo se encontra normalmente
préximo da superficie da planta hospedeira, para facilitar a emergéncia do adulto (FERREIRA
et al., 2014; LOHR, 2016).

Os adultos da broca-do-olho-do-coqueiro sdo besouros de coloracdo preta opaca e
aveludada, medindo de 45 a 60 mm de comprimento e 15 a 18 mm de largura, e rostro
recurvado com 10 a 12 mm de comprimento. Possuem asas anteriores com oito estrias
longitudinais e mais curtas que o corpo, deixando a parte terminal do abdome exposta (figura
3) (FERREIRA; LINS, 2006; FERREIRA et al., 2014).

Figura 3. Casulo (A); Pupa (B) e adulto de Rhynchophorus palmarum (C).

Fonte: Autor (2022).

Os machos diferem das fémeas por apresentarem pelos curtos e rigidos em forma de

escova na parte dorsal do rostro (figura 4). Podem ser encontrados em qualquer época do ano,
tém habito diurno e noturno e, durante a época de chuvas, sua populagdo aumenta em campo
(FERREIRA et al., 2014; SCHLICKMANN-TANK et al., 2020).
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Figura 4. Dimorfismo sexual em Rhynchophorus palmarum, fémea (A); macho (B).

b

Fonte: Autor (2022).

2.4.1.2 Ciclo biologico

As fémeas colocam 250 ovos durante a vida, em média, 4,2 ovos por dia. Apos trés
dias de incubagdo, eclodem as larvas que provocam galerias nos tecidos das plantas. O
periodo larval dura de 33 a 62 dias, dependendo da temperatura e da qualidade do alimento.
Antes de empupar, existe um periodo de pré-pupa que normalmente dura de trés a cinco dias,
e 0 estdgio de pupa varia de 18 a 21 dias. Os adultos de R. palmarum possuem, em
laboratério, uma longevidade média de 127 dias (machos) e 45 dias (fémeas) (WILSON,
1963; LOHR, 2016). Segundo Sanchez et al. (1993), o ciclo de vida pode variar de 132 a 215
dias, a depender da fonte alimentar, pois esta tem influéncia direta no ciclo de vida da broca-

do-olho-do-coqueiro.

2.4.1.3 Importéancia econémica

O besouro R. palmarum é considerado a principal praga de arecdceas na regido
Neotropical. Originaria do continente americano, ocorre desde a Argentina até os Estados
Unidos, inclusive nas llhas Caribenhas (CABI, 2020).

Na Ameérica do Sul, onde se encontram 40% das espécies da familia Arecaceae
(LORENZI, 1996), Brasil, Colémbia e Venezuela sdo 0s paises que mais sofrem com o
ataque de R. palmarum (ROCHAT et al., 2000; NAVARRO et al., 2002). No Brasil, esta
praga encontra-se distribuida nos estados do Amazonas, Bahia, Maranhdo, Minas Gerais,
Para, Paraiba, Parand, Pernambuco, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul, Séo Paulo (SILVA et
al., 1968), Rio Grande do Norte, Sergipe (FERREIRA, 1998), Mato Grosso do Sul
(SANCHEZ-SOTO; NAKANO, 2002), Alagoas (NEGRISOLI JUNIOR et al., 2011) e Mato
Grosso (MOLIN; BARRETO, 2012).
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Além de palmeiras como dendezeiro, jucara Euterpe edulis Martius, pupunheira
Bactris gasipaes Kunth, macalba Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. Mart, saguzeiro
Metroxylon sagu L., palmeira-das-canarias Phoenix canariensis Hort ex Chabaud, tamareira
P. dactylifera L. e coqueiro, esta praga ja foi relatada atacando diversas plantas de
importancia econbmica, entre elas cana-de-aclcar Saccharum officinarum L. (Poaceae),
abacaxizeiro Ananas comosus L. Merril (Bromeliaceae), fruta-do-conde Annona reticulata L.
(Annonaceae), fruta-pdo Artocarpus altilis (Parkinson) Fosberg (Moraceae), mamoeiro
Carica papaya L (Caricaceae), citros Citrus spp. (Rutaceae), mangueira Mangifera indica L.
(Anacardiaceae), bananeira Musa spp. (Musaceae), abacateiro Persea americana L.
(Lauraceae), goiabeira Psidium guajava L. (Myrtaceae) e cacaueiro Theobroma cacao L.
(Malvaceae) (GRIFFITH, 1987; JAFFE; SANCHEZ, 1992; ARAUJO; ARAUJO; SANTOS,
1998; BATISTA FILHO et al., 2001; EPPO, 2007; SOLIMAN et al., 2009; FRIZZAS et al.,
2020).

2.4.1.4 Danos ocasionados

Nas arecéceas, 0s principais danos diretos causados pela praga estdo relacionados a
sua fase de larva, que se alimenta e se desenvolve durante todo o seu ciclo na regido apical
das plantas. Ao se alimentar, formam diversas galerias e destroem o Unico ponto de
crescimento da planta, tendo como resultado o amarelecimento e murchamento das folhas
centrais mais novas, seguido de secamento e, por ultimo, da morte das palmeiras (figura 5). A
suscetibilidade do coqueiro a broca-do-olho é verificada a partir do terceiro ano do plantio
(FERREIRA,; LINS, 2006; FERREIRA et al., 2014).

Figura 5. Dendezeiro atacado por Rhynchophorus palmarum.
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Fonte: Autor (2022).
Os adultos de R. palmarum sdo responsaveis pelos danos indiretos nas palmaceas.

Este inseto é vetor principal do nematoide Bursaphelenchus cocophilus (Cobb) Baujard,
causador do anel-vermelho, doenca letal para o coqueiro e outras palmeiras, e possivelmente
transmite também o fungo Thielaviopsis paradoxa (De Seynes) Hohn, agente causal da
resinose (NAVARRO et al., 2002; COSTA E CARVALHO et al., 2011).

2.4.1.5 Estratégias de controle

O controle de R. palmarum tem sido basicamente o cultural, 0 mecanico, o quimico
ou o bioldgico, ou ainda 0 monitoramento e controle de adultos utilizando armadilhas com
feromdnios sexuais sintetizados (controle comportamental). Com relacdo ao controle
mecanico, existe uma grande limitacdo ao se fazé-lo, a dificuldade na coleta das larvas,
devido ao fato destas se encontrarem na regido apical das plantas (FERREIRA et al., 2014).
De acordo com o Agrofit (2022), ndo existe um produto quimico registrado para o controle da

broca-do-olho-do-coqueiro.

2.4.1.5.1 Controle comportamental

O monitoramento constante da area € fundamental para a tomada da decisdo sobre a
melhor estratégia de manejo a ser utilizada no controle da praga (CYSNE et al., 2013). Para
Torre, Torre e Moya (2011), o controle deve ser adotado diante da ocorréncia de mais de
cinco individuos de R. palmarum capturados em um més. No caso de areas de grande
producdo comercial, o controle deve ser adotado independentemente do nimero de

individuos.
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O controle comportamental é 0 manejo mais utilizado e o que traz os melhores
resultados. Nele, os adultos sdo facilmente atraidos por odores exalados de uma fonte
alimentar associada a um feroménio sintético de agregacdo (CYSNE et al., 2013). Este
método elimina o uso de inseticidas, trazendo uma consideravel economia ao produtor, ndo
interfere negativamente em outros organismos, como 0s inimigos naturais, tendo em vista que
possui acao seletiva a pragas e nao causa distlrbio no equilibrio ecoldgico, pois ndo polui e é
atoxico (ROCHAT et al., 1991; SHANI, 2000; MOREIRA; ZARBIN; CORACINI, 2005;
WITZGALL; KIRSH; CORK, 2010).

O ferombnio de agregacdo 6-methyl-2(E)-hepten-4-ol, denominado Rincoforol, é
produzido pelos machos de R. palmarum. Este ferom6nio é colocado no interior de
armadilhas junto com material atrativo, aumentando desta forma a eficiéncia de captura da
praga. Além disso, essas armadilhas proporcionam também o monitoramento da praga. VVarios
modelos de armadilhas podem ser utilizados na captura dos adultos em plantacbes de
coqueiro e dendezeiro, tendo destaque a armadilha tipo balde (FERREIRA et al., 2014).

A armadilha do tipo balde consiste em um balde plastico com tampa e capacidade
para 100 litros. S&o feitos trés ou quatro furos na tampa, com aproximadamente 8 cm de
diametro, neles sdo presos funis com abertura de até 10 cm, onde o feromdnio (envelope ou
capsula) fica pendurado. No interior dos baldes sdo colocados aproximadamente 35 toletes de
cana-de-agucar com cerca de 40 cm de comprimento cada, que devem ser amassados para
acelerar o processo de fermentacdo ou apenas cortados longitudinalmente (MOURA et al.,
1990; FERREIRA et al., 2014)

As armadilhas com o material atrativo (cana+feromdnio) devem ser distribuidas na
periferia do plantio, protegidas do sol, espacadas com 500 metros entre si e, quinzenalmente,
monitoradas para troca do material atrativo e eliminacdo dos adultos, que ap0s serem
capturados, sdo colocados dentro de garrafas pets e expostos diretamente ao sol para serem
mortos (FERREIRA et al., 2014).

2.4.1.5.2 Controle biologico

O controle biolégico se apresenta como uma alternativa viavel, iscas contaminadas
com esporos do fungo Beauveria bassiana (Bals) podem ser utilizados no controle de adultos
de R. palmarum, por auto disseminacdo (LEON-MARTINEZ; CAMPOS-PINZON;
ARGUELLES-CARDENAS, 2019). Porém, as inspecbes as armadilhas para a sua
manutencdo ou remocdo dos adultos devem ser realizadas constante e periodicamente
(FERREIRA; MICHEREFF FILHO, 2002), pois, quando manejadas erroneamente, as iscas
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podem atrair ainda mais insetos, aumentando a populacdo da praga e os niveis de infestacdo
(NEGRISOLI JUNIOR et al., 2011).

Para Negrisoli Junior et al. (2011), apesar de existirem diversas taticas de controle,
ainda ndo existe uma que seja eficiente, econdbmica e ecologicamente vidvel que possa
eliminar a ocorréncia de elevados danos as arecaceas. Portanto, o controle das larvas pode ser
uma alternativa a ser explorada, pois a eliminacdo destas, leva a reducdo da populacdo do
inseto no campo e também pode permitir a recuperacgdo da planta, principalmente se for feita
no inicio da infestacdo. Sendo assim, o0 uso de inimigos naturais, poderia vir a ser uma destas
taticas.

Existem relatos de parasitismo das larvas de R. palmarum por dipteros parasitoides
da familia Tachinidae. Silva et al. (1968) citaram as moscas Billaea rhynchophorae
(Blanchard, 1937) e B. claripalpis (Wulp, 1896) (Diptera: Tachinidae). Guimaraes (1977)
também relatou a ocorréncia de B. rhynchophorae parasitando R. palmarum. Posteriormente
foi constatado o parasitismo de B. menezesi (Guimaraes, 1977) em pupas da broca-do-olho-
do-coqueiro (MOURA; MAURIAU; DELABIE, 1993). Ainda neste sentido, Moura et al.
(2006) avaliaram a ocorréncia de B. rhynchophorae sobre larvas de R. palmarum em

plantacdes da palmeira piacava Attalea funifera Mart. e dendé no sudeste da Bahia.

2.5 Familia Tachinidae

Com cerca de 1520 géneros e quase 10 mil espécies, a familia Tachinidae € uma das
maiores da ordem Diptera. Presente em todas as regides biogeograficas do mundo, esta
familia destaca-se dentre os demais dipteros devido a sua biologia e alta diversidade.
Apresentam grande variedade morfoldgica e ecoldgica, com espécimes de 2 mm a até mais de
20 mm de comprimento, que habitam os mais diferenciados ambientes do planeta, como as
savanas, montanhas, florestas, desertos e tundras (STIREMAN; O’HARA; WOOD, 2006;
O’HARA, 2013; 2014). Segundo Stireman, O’Hara e Wood (2006), os taquinideos perdem
apenas para os Hymenoptera em diversidade e importancia ecoldgica como parasitoides de
insetos. No Brasil, existem cerca de 720 espécies ja identificadas (CARVALHO et al., 2012).

Todas as espécies conhecidas sdo endoparasitoides de outros artropodes,
principalmente insetos das ordens Coleoptera, Lepidoptera, Hemiptera, Orthoptera e
Hymenoptera. Apesar de esses registros de parasitismo compreenderem uma pequena parcela
do total de espécies, acredita-se que o parasitismo é uma caracteristica de toda a familia
(TOMA; NIHEI, 2006). Para Meier, Kotrba e Ferrar (1999), os taquinideos apresentam

também uma grande variedade nos tipos de hospedeiros, bem como em suas interaces. As
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espécies apresentam oviparidade, ovoviviparidade e viviparidade (larviparidade), com as mais
variadas formas de abordagem aos hospedeiros (WOOD, 1987; STIREMAN; O’HARA;
WOOD, 2006).

Com relagdo a oviparidade, a oviposicao pode ser feita diretamente na cuticula ou no
interior do hospedeiro, ou ainda a deposi¢édo indireta de ovos, na qual as fémeas ovipositam
micro-ovos no substrato que o hospedeiro se alimentard e, consequentemente ingerira esses
ovos do parasitoide. Para ovoviviparidade e larviparidade, habitualmente as larvas eclodem
ou sdo liberadas, na forma de planidios, no substrato. Nestes dois casos, podem aguardar a
chegada do hospedeiro ou busca-lo ativamente (WOOD, 1987; STIREMAN; O’HARA;
WOOD, 2006).

2.5.1 Género Billaea Robineau-Desvoidy, 1830

Pertencente a subfamilia Dexiinae, o0 género Billaea esta amplamente distribuido em
diversas regides do planeta (O’HARA, 2014). A espécie-tipo Billaea grisea Robineau-
Desvoidy, 1830 (Diptera: Tachinidae) foi descrita pelo médico e entomologista francés
especializado no estudo de dipteros, André Jean Baptiste Robineau-Desvoidy, em 1830. Na
regido Neotropical existem ao menos oito espécies do género (GUIMARAES, 1971; 1977;
TOMA,; NIHEI, 2006).

O género tem dificil identificacdo devido as semelhangas com outros géneros da
subfamilia Dexiinae (ZHANG et al., 2015). Crosskey (1976) e Mesnil (1980) caracterizam o
género através das seguintes combinacges: vértice estreito no macho (menos de ¥ da cabeca),
placa fronto-orbital com pelos finos, mais ou menos densos; carena facial geralmente baixa e
as vezes desenvolvida; primeiro flagelémero 1,5 a 4,5 vezes mais longo que o pedicelo; lobo
poOs-pronotal com trés a cinco cerdas, quatro cerdas dorsocentrais no escudo pos-sutural, duas
ou trés cerdas catepisternais, uma cerda anepimeral desenvolvida, segundo setor costal da asa
nu ventralmente, célula r4+5 aberta, dobras da veia M angulada, geralmente com um pequeno
apéndice; pernas de comprimento médio, tarsos anteriores quase tdo longos quanto a altura da
cabeca, tibia média com duas a trés cerdas anterodorsais, tibia posterior do macho geralmente
com uma fileira de cerdas anterodorsais regulares de igual comprimento e espacamento;
abdome oval a oval longo, sintergito 1+2 escavado medialmente até sua margem posterior,
geralmente sem cerdas nas margens medianas em ambos 0s sexos, tergitos 3 e 4 sem cerdas

discais medianas e tergito 5 com cerdas discais medianas nos machos (figura 6).
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Figura 6. Exemplar adulto de Billaea rhynchophorae.

Fonte: Autor (2022).

De acordo com Clausen (1940), o género Billaea se distingue dos demais géneros da
subfamilia Dexiinae por apresentar especimes que incubam seus ovos no oviduto. As fémeas

depositam larvas ou ovos que eclodem imediatamente ap0s a oviposicao.

2.5.2 Billaea spp. no Brasil

Atualmente, as espécies, B. menezesi, B. rhynchophorae e B. claripalpis sao
registradas para o Brasil. Apesar dos relatos dessas espécies parasitando outros insetos, sao
escassas as informacdes sobre a biologia e taxonomia dessas moscas.

Guimardes (1971) descreveu os machos adultos de B. menezesi com as seguintes
caracteristicas: 7 a 10 mm de comprimento, cabeca amarelo-palida a dourada, distancia da
fronte até o vértice de 0,18 a 0,20 vezes a largura da cabeca, antenas amarelo-claras, e 0
terceiro segmento marrom com base amarela. Térax de coloragdo marrom-escura a preta,
coberto com um po branco ou amarelo-claro, e mesonoto com trés linhas pretas distintas.
Asas hialinas com caliptras brancas, levemente testaceas. Abdome com 0 quinto segmento
avermelhado no é&pice, e 0 quarto e quinto segmentos apresentam uma banda mediana
marginada.

De acordo com Moura, Mariau e Delabie (1993), B. menezesi apresentou uma taxa
média de parasitismo, em larvas e pupas de R. palmarum, de 51%. Neste viés, Moura et al.
(2006) constataram que o parasitismo de B. rhynchophorae em larvas de R. palmarum (figura

7) é de até 57%, a depender da época do ano e do hospedeiro.
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Figura 7. Pupa de Rhynchophorus palmarum parasitada por Billaea rhynchophorae (A);

Larvas e puparios de Billaea rhynchophorae (B).

Além do hospedeiro, outro aspecto importante é o estdgio em que a planta atacada
pela praga se encontra. Moura, Mariau e Delabie (1993) constataram que, em dendezeiros
com estagio inicial de ataque, a presenca do parasitoide B. menezesi & praticamente
inexistente, entretanto em plantas com estagio avangado, a presenca da mosca parasitando a
broca-do-olho é constante.

Podem ser observadas diferencas no comportamento das larvas de R. palmarum,
dependendo da palmeira hospedeira, ou mesmo diferenca na preferéncia das moscas
parasitoides por cairomonios emitidos por espécies de arecaceas (LOHR; NEGRISOLI;
MOLINA, 2019). Estudos tém mostrado que os taquinideos sdo capazes de distinguir
cairomonios de diferentes plantas (ROTH; KING; HENSLEY, 1982; ROLAND; EVANS;
MYERS, 1989), bem como secrecbes do hospedeiro ou excrementos produzidos por pragas
(CLEMENT; RUBINK; McCARTNEY, 1986; ALDRICH; ROSI; BIN, 1995; SUAZO et al.,
2006).

Os volateis induzidos apos o ataque dos herbivoros vém despertando interesse na
comunidade cientifica, estes ndo s6 guiam 0s inimigos naturais em direcdo a planta
hospedeira da presa, mas também na mediacdo de diversas interacdes ecolégicas que possuem
potencial para o desenvolvimento de novas estratégias de controle de pragas (PICKETT et al.,
2006).

2.6. Semioquimicos

Os insetos possuem varias maneiras de exercer suas relagdes ecoldgicas com o

ambiente e outros organismos, uma das mais importantes € a comunicacdo por meio de
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compostos quimicos. Estes compostos atuam como gatilhos fisiologicos de reaches
comportamentais especificas no individuo receptor. Estas substancias sdo denominadas de
semioquimicos, e é através da deteccdo e emissao destes compostos que 0s insetos encontram
parceiros para acasalamento, alimento ou presa, defesa contra predadores, e organizam
comunidades (ZARBIN; RODRIGUES; LIMA, 2009).

Os semioquimicos tém duas classificacdes, a primeira esté relacionada a espécie do
emissor e do receptor do sinal quimico, e a segunda, de acordo com os resultados desta
comunicacdo. Quando o emissor e o receptor do sinal quimico sdo da mesma espécie, 0
semioquimico € chamado de feromonio. Em contrapartida, quando estes compostos
intermedeiam relacdes entre individuos de espécies diferentes (relacdo interespecifica), o
semioquimico é denominado aleloquimico (MOREIRA; ZARBIN; CORACINI, 2005;
ZARBIN; RODRIGUES; LIMA, 2009).

2.6.1 Aleloquimicos

Os aleloquimicos sdo semioquimicos usados na comunicacdo de individuos de
espécies distintas (MORI, 2013). Esses compostos sdo classificados através do ganho ou
prejuizo ecoldgico que geram para 0 emissor e para o receptor, e estdo divididos em quatro
grupos (NORDLUND; LEWIS, 1976; LARA, 1991):

Alomoénios: séo sinais quimicos que beneficiam apenas o emissor do sinal quimico.
Evocam no receptor uma resposta comportamental ou fisiolégica que € adaptativamente
favoravel ao emissor (DICKE; SABELIS, 1988).

Cairomonios: sinais quimicos que favorecem apenas a espécie receptora. Evoca no
receptor uma resposta comportamental ou fisiologica favoravel a si, mas ndo ao emissor
(DICKE; SABELLIS, 1988), e podem ser emitidos pelo hospedeiro de forma direta (cuticula
do herbivoro) ou indireta (fezes, exuvias, secreces glandulares e sedas) (SULIVAN et al.,
2000; REDDY et al., 2002; STEIDLE; VAN LOON, 2003; BUITENHUIS et al., 2004).

Sinoménios: sinais quimicos que beneficiam ambas as espécies. Evocam no receptor
da informacdo uma resposta comportamental ou fisiologica favoravel a si e também ao
emissor (DICKE; SABELIS, 1988).

Apneumdnios: sdo aleloquimicos liberados por material em decomposicdo e atraem
inimigos naturais, ou seja, despertam reacdo comportamental ou fisioldégica ao organismo
receptor, em detrimento de outra espécie que possa ser encontrada sobre ou dentro daquele
material emissor (SILVA et al., 2012).
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2.7 Interacao tritréfica: planta x herbivoro x inimigo natural

As interagdes tritroficas entre plantas, herbivoros e seus inimigos naturais fazem
parte de todos os ecossistemas terrestres. Os volateis de plantas induzidos por herbivoros
(HIPVs) desempenham um papel fundamental nessas interacBes, pois através deles ocorre
atracdo de predadores e parasitoides para plantas atacadas (TURLINGS; ERB, 2018).

As plantas podem exercer muitos efeitos, diretos e indiretos, positivos e negativos,
ndo apenas nos herbivoros, mas também nos inimigos naturais. Desta forma, este terceiro
nivel trofico deve ser considerado como parte do conjunto de defesas de uma planta contra
herbivoros (PRICE et al., 1980).

Os parasitoides, em geral, mostram uma habilidade agucada para reconhecer HIPVs
que estdo associados aos seus hospedeiros especificos. Nos parasitoides especializados, essa
habilidade pode ser inata (MORAES et al, 1998). Em contrapartida, os parasitoides
generalistas aprendem a distinguir entre diferentes misturas de HIPVs, ajudando-os a se
concentrar nas pistas mais lucrativas (VET; LEWIS; CARDE, 1995).

De acordo com Degen et al. (2004), cada espécie e até mesmo cada genotipo de
planta libera sua prdépria mistura especifica, e as quantidades e proporcdes em que séo
liberadas também variam de acordo com o herbivoro que esta se alimentando de uma planta e
podem até fornecer informacdes sobre a hora do dia em que se alimenta (SHIOJIRI;
OZAWA; TAKABAYACHI, 2006; SHIMODA et al., 2012).
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3 CAPITULO | - COMPOSTOS ENVOLVIDOS NA ATRATIVIDADE DE
Rhynchophorus palmarum (L., 1758) (COLEOPTERA: CURCULIONIDAE) A Billaea
rhynchophorae (BLANCHARD, 1937) (DIPTERA: TACHINIDAE)

RESUMO

Diversas espécies da familia Arecaceae tém importancia ecoldgica ou econdmica. No Brasil
destacam-se entre outras, as culturas do dendé Elaeis guineensis Jacq. e do coco Cocos
nucifera L.. As arecaceas sofrem com o ataque de diversas pragas, entre elas Rhynchophorus
palmarum (L., 1758) (Coleoptera: Curculionidae), que causa danos diretos e indiretos. Diante
do desafio que é controlar esta praga, o controle biolégico surge com uma alternativa viavel
para manter a populacdo de R. palmarum abaixo do nivel de dano econdbmico. A mosca-
parasitoide Billaea rhynchophorae (Blanchard, 1937) (Diptera: Tachinidae) foi relatada
parasitando larvas e pupas de R. palmarum, contudo sdo escassas as informacgfes sobre a
interacdo entre praga e parasitoide. Diante do exposto, 0 objetivo do trabalho foi averiguar o
comportamento de B. rhynchophorae frente ao hospedeiro R. palmarum. Compostos
organicos volateis (COVs) foram obtidos através da técnica de headspace dindmico de larvas
de R. palmarum se alimentando, e do estipe de dendezeiro. Os extratos foram analisados e 0s
COVs foram identificados por meio de Cromatografia Gasosa acoplada ao Detector de
lonizacdo em Chama (CG-FID) e Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa
(CG-MS), e testados em Cromatografia Gasosa acoplada a Eletroantenografia (CG-EAG). A
partir das analises foram identificados 17 compostos, pertencentes a cinco classes, quatro
deles presentes em ambos os extratos. Os compostos tolueno, 2,3-dimetilpentanol e 3-
octanona, oriundos do headspace de larva+alimento, apresentaram atividade as fémeas de B.

rhynchophorae nos testes de eletroantenografia.

Palavras-chave: Manejo Integrado de Pragas, Broca-do-olho-do-coqueiro,

Eletroantenografia.
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3.1 INTRODUCAO

As palmeiras estdo amplamente distribuidas nas regibes Tropical e Subtropical do
planeta, destacando-se pela capacidade de adaptacdo e pelo alto potencial de aproveitamento
de suas partes, como frutos, palmito e 6leos (OLIVEIRA; RIOS, 2014; SOARES et al., 2014).

O dendezeiro Elaeis guineensis Jacg. é considerado uma das palmeiras mais
produtivas e com um custo de producdo inferior as demais arecéceas, sendo cultivado por
grandes e pequenos produtores, principalmente nas regides Norte e Nordeste do Brasil
(ZIMMER, 2010; CONCEICAQO; ROCHA,; SILVA, 2021; IBGE, 2022).

Um dos fatores limitantes a produtividade das arecaceas é a incidéncia de diversas
pragas, entre elas Rhynchophorus palmarum (L., 1758) (Coleoptera: Curculionidae), de
ocorréncia em toda a regido Neotropical, atraves de suas larvas causa danos diretos e por meio
dos adultos causa danos indiretos, podendo levar a morte das plantas (CORLEY; TINKER,
2003; FERREIRA, LINS, 2006).

Diversas taticas de controle vém sendo utilizadas, principalmente contra os adultos,
embora ndo exista uma que seja eficiente, econdmica e ecologicamente viavel para eliminar a
ocorréncia de elevados danos. O controle das larvas seria uma alternativa, pois reduziria a
populacdo do inseto e permitiria que plantas atacadas pudessem se recuperar (NEGRISOLI
JUNIOR et al., 2011; FERREIRA et al., 2014).

Neste sentido, observou-se, em plantacdes de dendé, o parasitismo de larvas e pupas
de R. palmarum pelo parasitoide Billaea rhynchophorae (Blanchard, 1937) (Diptera:
Tachinidae) (MOURA et al., 2006), todavia, 0 comportamento desse inimigo natural em
relacdo a praga € desconhecido.

Segundo Moraes et al. (1998), os parasitoides tém uma habilidade agucada para
reconhecer volateis de plantas atacadas por herbivoros. Assim faz-se necessario o estudo
sobre a interacdo tritréfica (planta-praga-parasitoide), pois, a partir disto é possivel
incrementar ou desenvolver técnicas de controle de pragas (PICKETT et al., 2006).

Desta forma, o objetivo do trabalho € caracterizar os COVs emitidos por larvas de R.
palmarum ao se alimentar de dendezeiro e determinar através de eletroantenografia aqueles

que estdo envolvidos na atratividade a B. rhynchophorae.
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3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Coleta do parasitoide Billaea rhynchophorae e de Rhynchophorus palmarum

As coletas de B. rhynchophorae foram realizadas em novembro de 2020 e em janeiro
de 2022, nos municipios de Jaguaripe (13°00'51.4"S; 38°51'12.8"W) e Taperoa
(13°31'44.2"S; 39°06'47.7"W), no estado da Bahia, em dendezeiros com danos evidentes
causados por R. palmarum, como méa formacgdo, amarelecimento e morte foliar, e presenca de
galerias nos tecidos da parte aérea. As plantas selecionadas foram cortadas e abertas com
auxilio de motosserra e facdo para coleta dos diferentes estagios (larvas e pupas) da broca-do-
olho, podendo estar ou ndo parasitadas (figura 8).

Figura 8. Dendezeiro atacado (A); Galerias formadas pela alimentacdo das larvas (B); Larva

de Rhynchophorus palmarum (C); Casulo com puparios de Billaea rhynchophorae (D).

Fonte: Autor (2022).
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3.2.2 Estabelecimento do parasitoide em laboratério

Apobs coleta no campo, os casulos contendo larvas e pupas de R. palmarum em
diferentes estégios, e as larvas e pupérios de B. rhynchophorae foram transportados em potes
plasticos para o Laboratorio de Pesquisa em Recursos Naturais (LPqRN) do Centro de
Engenharias e Ciéncias Agrarias (CECA), da Universidade Federal de Alagoas (UFAL), e
acondicionados em BOD com temperatura de 29,5 °C, com fotoperiodo de 12 horas, para
permitir o desenvolvimento do parasitoide. Diariamente os potes foram monitorados, a fim de
verificar a emergéncia de adultos de B. rhynchophorae.

Os adultos de B. rhynchophorae recém-emergidos foram distribuidos em gaiolas
revestidas com tecido voil para facilitar a entrada de luz no seu interior, onde, permaneceram
durante toda a sua vida (figura 9). Foram adicionados as gaiolas pedacos de cana-de-agucar
para a alimentacdo dos parasitoides e larvas sadias de R. palmarum, oriundas de uma criacdo
do LPgRN, para que desta forma, as moscas tivessem como exercer um eventual parasitismo
sobre estas larvas.

Figura 9. Gaiolas com adultos de Billaea rhynchophorae.
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Fonte: Autor (2022).
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3.2.3 Obtengéo dos compostos organicos volateis de larvas de Rhynchophorus palmarum

em dendezeiro

As extracOes dos volateis ocorreram através da técnica de headspace dindmico em
um sistema fechado de vidro, sob fluxo continuo de ar sintético (1 L/min) previamente
filtrado com carvdo ativado. Os volateis liberados pelas larvas se alimentando com estipe de
dendezeiro dentro da cadmara foram adsorvidos em uma coluna contendo 50 mg do polimero
adsorvente Porapack (50-80 mesh, Waters Corporation), colocada na saida do sistema.

Utilizaram-se trés pedagos de estipe de dendezeiro, cada um contendo uma larva de
R. palmarum se alimentando. Esses pedacos foram colocados dentro da vidraria de aeracao.

Para comparagdo dos COVs emitidos, foi feita aeracdo do alimento sem as larvas (figura 10).

Figura 10. Headspace dindmico de larvas de Rhynchophorus palmarum com estipe de
dendezeiro no Laboratorio de Pesquisa em Recursos Naturais da Universidade Federal de

Alagoas, Macei0, Alagoas.
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Fonte: Autor (2022).

Apos 24 horas de aeracdo foi feita a dessor¢do dos COVs retidos no trap utilizando
500 pL de hexano HPLC bidestilado. Os extratos foram acondicionados em vials (vidros de

borosilicato, 2 mL) e armazenados em freezer a -20 °C para analises posteriores.

3.2.4 Analise dos extratos em Cromatografia Gasosa acoplada ao detector de lonizacéo
em Chamas (CG-FID)

Os extratos foram analisados através de Cromatografia Gasosa acoplada ao detector de
lonizacdo em Chamas (CG-FID) pelo equipamento Shimadzu QP2010 com coluna NST-05
(30 m, 0,25 mm d.i.; Restek®, Bellefonte, PA, USA). Para as analises dos compostos foi

injetado uma aliquota de 1 pL de cada extrato, as analises foram feitas utilizando o modo
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Splitless, tendo como gas de arraste o nitrogénio. A programacdo da temperatura da coluna foi
de 40 °C por 5 minutos, aumentando 5 °C por minuto até atingir 50 °C, aumentando 5 °C por
minuto até atingir 130 °C e aumentando 10 °C por minuto até atingir 280 °C, com o fluxo da
coluna de 1,10 mL/min.

Com a analise no CG-FID, foi realizada a observagdo do perfil cromatogréafico para
identificacdo de compostos especificos entre os tratamentos, e com a obtencdo do tempo de
retencdo de cada composto na amostra, cauculou-se o Indice de Retencdo (IR), em que foi
necessario analisar o padrdo de n-alcanos de 7 a 30 atomos de carbono (SIGMA-ALDRICH)
no mesmo equipamento e método usado nos extratos em modo Split. Com isso, através dos
tempos de retencdo dos compostos das amostras e do padrdo de alcanos foi realizado o calculo

do IR de cada composto com base na equagéo 1.

(trx—try)

IR = 100y + 100 (z —y) * (Equagdo 1)

(trz—try)

Em que: trx = tempo de retencdo dos compostos de interesse; y= namero de carbonos do
hidrocarboneto que elui antes do composto X; z= nimero de carbonos do hidrocarboneto que

elui depois do composto X.

3.2.5 Analise dos extratos em Cromatografia Gasosa acoplado ao Espectrémetro de
Massas (CG-MS)

Uma aliquota de 1 pL do extrato foi injetada e analisada através de Cromatografia
Gasosa acoplada ao Espectrometro de Massas (CG-MS), modelo Shimadzu QP-2010,
equipado com uma coluna capilar ZB-5MS (60 m, 0,25 mm d. i., 0,25 um; J & W Scientific,
Folsom, Califérnia, EUA), com ionizacdo por impacto de elétrons (70 eV). O CG-MS foi
operado no modo Split, com a programacdo de temperatura de 40 °C permanecendo por 9
minutos, aumentando 5 °C por minutos até 50 °C, aumentando 5 °C por minuto até 130 °C e
aumentando 10 °C por minutos até atingir 280 °C. O gés de arraste utilizado foi o hélio, com
fluxo de 1,31 mL/minuto. Os compostos presentes foram identificados por meio das analises
de fragmentacdo, IR, e comparacdes com as bibliotecas NIST, WILEY e FFNSC do

espectrometro.
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3.2.6 Analise dos extratos em Cromatografia Gasosa acoplada a Eletroantenografia
(CG- EAG)

A identificagdo dos compostos eletrofisiologicamente ativos dos extratos foi realizada
através de Cromatografia Gasosa acoplada a Eletroantenografia. Uma aliquota de 2 pL do
extrato de headspace foi injetada no cromatdgrafo gasoso acoplado ao detector de ionizacéo
em chama (CG-FID) modelo QP-10, operado no modo Splitless, com coluna capilar RTX-5
(30mm x 0,25mm x 0,25 um) (RESTEK Chromatografhy Products). As condi¢bes de
operagdo do equipamento iniciaram com (50 °C por 1 minuto, aumentando 6 °C por minuto
até atingir 130 °C, aumentando 15 °C por minuto, até atingir 280 °C, com o fluxo da coluna de
2,17 mL/min).

Para a retirada das antenas, as moscas-parasitoides utilizadas foram colocadas no
freezer durante um minuto para adormecerem. Na sequéncia, com auxilio de uma lupa
esteoscopica, as antenas foram cuidadosamente cortadas na base do escapo com auxilio de
tesouras e pingas entomoldgicas, e conectadas a um eletrodo de prata, onde o flagelo da
antena foi colocado no eletrodo de trabalho e arista fixada no eletrodo de referéncia. Para
cobrir as extremidades da antena, utilizou-se um gel condutor (figura 11). Foram realizadas

dez repeticdes com insetos fémeas.

Figura 11. Antena de Billaea rhynchophorae, apos a retirada (A); conectada ao eletrodo (B).

Fonte: Autor (2022).

Os sinais das antenas foram registrados através do amplificador de alta impedancia
(IDAC4, Syntech 2004), sendo que as respostas do EAG e a andlise do FID foram registradas
simultaneamente pelo software Autopike32, Syntech 2008. Na andlise das respostas do CG-

EAG foram observadas a relacdo entre o sinal do EAG absoluto e os ruidos da linha base e 0s
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picos correspondentes dos compostos presentes na amostra registrados pela CG-FID. As

respostas ativas foram consideradas com mais de duas repeticoes.

3.2.7 Quantificagdo dos compostos

A quantificacdo dos compostos presentes nos extratos foi realizada por meio do
método de quantificacdo em cromatografia gasosa de curva de concentracdo de padréo
interno, em CG-FID equipado com coluna capilar NST-05 (30 m, 0,25 mm d.i., 0,25 pum;
Restek®) com 0s mesmos parametros de analises dos extratos.

Foi usado como padréo o composto hexanol em diferentes concentragdes (5, 10, 20 e
50 nguL™) , e foi obtida a curva de concentracdo através da relagdo das concentragdes do
padrdo versus as areas dos respectivos sinais. A quantificacdo dos compostos presentes nas
amostras foi realizada com 0 uso da equacao linear obtida na curva de concentracdo de padrédo

interno.



48

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Identificagdo dos compostos

A comparagéo entre os cromatogramas dos compostos presentes nos extratos obtidos
por headspace dinamico de larva de R. palmarum juntamente com o alimento, e apenas do
alimento, indicou a presenca de 17 compostos, sendo 15 presentes no extrato de larva +
alimento e seis no extrato do alimento. Dentre 0s compostos, 11 estavam presentes apenas no
extrato de larva+alimento e dois no extrato do alimento. Quatro compostos foram observados

em ambos os extratos (figura 12).

Figura 12. Cromatograma comparativo de extrato de aeracdo com larva de Rhynchophorus
palmarum + alimento (estipe de dendezeiro) (A); apenas alimento (B). indice de retencéo
Coluna NST-05= (1) 783; (2) 879; (3) 885; (4) 895; (5) 937; (6) 976; (7) 981; (8) 987; (9)
992; (10) 1015; (11) 1028; (12) 1072; (13) 1090; (14) 1107; (15) 1190; (16) 1252; (17) 1266.

15

201 A
1,5
1,0

0,51 17

16

0’0<~l¥

50 70 90 110 130 150 170 190 21,0 minutos
0‘0' v '
23 11 17

Abundéncia uV (x100.000)

0,5 15
1,04
1,54

20{ B

Fonte: Autor (2022).
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Os compostos dos dois extratos sdo da classe dos hidrocarbonetos (Tolueno), alcool
(1-hexanol, 2,3-dimetilpentanol, 1-heptanol, 1-octen-3-ol, 1-octanol e 2-feniletanol),
monoterpeno (limoneno), éster (acetato de 3-metilbutila, acetato de hexila, salicilato de
metila, acetato de 2-feniletanol e salicilato de etila) e cetona (2-heptanona, 3-octanona, 2-
octanona e 2-nonanona). Entre os compostos observados apenas no extrato do alimento, o 1-
hexanol foi o de maior concentragdo (4,56 nguL™) (pico 2). No extrato da larva+alimento, o
composto de maior concentragdo foi 2,3-dimetilpentanol (12,66 nguL™) (pico 5). Com relagdo
a ambos 0s extratos, o salicilato de metila foi o composto majoritario, com concentracdo de

42,48 e 10,34 nguL™* para larva+alimento e alimento, respectivamente (pico 15) (tabela 3).

Tabela 3. Compostos presentes em extratos de headspace com larva de Rhynchophorus
palmarum + alimento (estipe de dendezeiro) e apenas alimento. Concentragdo calculada por

curva de concentracio de padréo interno (R? = 0,9768).

Concentragio (nguL™)
N° TR IR Compostos Classe Larva + Alimento

Alimento
1 5,30 783  Tolueno** Hidrocarboneto 4,10 -
2 8,76 879  1-hexanol** Alcool - 4,56
3 9,01 885 Acetato de 3-metilbutila* Ester - 4,01
4 940 895 2-heptanona** Cetona 6,34 -
5 10,97 937  2,3-dimetilpentanol* Alcool 12,66 -
6 12,42 976 1-heptanol* Alcool 3,77 -
7 12,62 981 1-octen-3-0l** Alcool 10,99 -
8 12,81 987 3-octanona** Cetona 9,13 -
9 13,02 992 2-octanona** Cetona 4,99 -
10 13,82 1015 Acetato de hexila** Ester 4,32 -
11 14,26 1028 Limoneno** Monoterpeno 16,40 4,52
12 15,74 1072 1-octanol** Alcool 5,38 -
13 16,35 1090 2-nonanona** Cetona 8,03 -
14 16,93 1107 2-feniletanol** Alcool 10,85 -
15 19,48 1190 Salicilato de metila** Ester 42,48 10,34
16 21,30 1252 Acetato de 2-feniletanol** Ester 4,76 6,75
17 21,69 1266 Salicilato de etila** Ester 8,37 3,89

N°= ndmero do pico; IR= indice de retencdo; (-) auséncia do composto no extrato. *compostos com identificagdo
proposta por meio das analises de fragmentacdo dos espectros de massa; **confirmagdo dos compostos
identificados com padrdes. Anélise CG-FID com coluna NST-05; analise GC-MS com coluna ZB-5MS

Os compostos da classe cetona sdo encontrados em volateis de insetos e plantas,
atuando como indutores de resisténcia e na atracdo a inimigos naturais. Forney e Markovetz
(1971) encontraram esses compostos em varias familias botanicas, inclusive em Arecaceae.
Compostos desta classe estdo envolvidos também na atratividade de parasitoides. Ayelo et al.

(2022) constataram que a 3-octanona presente na solucdo agucarada (honeydew) secretada
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pela mosca-branca Trialeurodes vaporariorum Westwood, 1856 (Hemiptera: Aleyrodidae)
atrai o parasitoide Encarsia formosa Gahan, 1924 (Hymenoptera: Aphelinidae).

Dalen et al. (2015) identificaram quatro cetonas, entre elas 2-heptanona e 2-
octanona, em excrementos das larvas de Cydia nigricana F., 1794 (Lepidoptera: Tortricidae),
sendo ambos 0s compostos atrativos ao parasitoide larval Glypta haesitator Gravenhorst,
1829 (Hymenoptera: Ichneumonidae).

No presente trabalho, o 1-hexanol foi identificado apenas no extrato de aeracdo do
alimento. Este alcool pode ser oriundo de folhas, frutos ou ainda de matéria orgénica, sendo
atrativo a insetos-praga e a parasitoides (VISSER; VAN STRATEN; MAARSE, 1979;
BUSHEL et al., 2011). Segundo Nyamwasa et al. (2020), a praga Holotrichia parallela
Motschulsky, 1854 (Coleoptera: Scarabaeidae) foi fortemente atraida pelo 1-hexanol
volatilizado a partir de matéria organica em decomposi¢cdo. De acordo com Urbaneja-Bernat
et al. (2021), o 1-hexanol extraido e identificado de frutos de mirtilo Vaccinium spp.
(Ericaceae) atrai a mosca Drosophila suzukii Matsumura, 1931 (Diptera: Drosophilidae), uma
importante praga de frutas vermelhas.

Ishikawa et al. (1983) identificaram o &cool 2-feniletanol a partir de cebolas Allium
cepa L. (Amaryllidaceae) em decomposicdo, atraindo as moscas Delia antiqua (Meigen,
1826) e D. platura (Meigen, 1826) (Diptera: Anthomyiidae). De acordo com os autores, 0 2-
feniletanol se mostrou um melhor atraente a essas pragas no campo do que em laboratorio.

Os terpenoides, entre eles o limoneno, podem ser repelentes, deterrentes ou atraentes
para insetos, inclusive aos inimigos naturais (IBRAHIM et al.,, 2001; DIAS; STUHL,;
SIVINSKI, 2014). lbrahim, Nissinen e Holopainen (2005) observaram que plantas
danificadas por Plutella xylostella L., 1758 (Lepidoptera: Plutellidae) pulverizadas com
limoneno atrairam significativamente mais parasitoides Cotesia plutellae Kurdjumov, 1912
(Hymenoptera: Braconidae) do que plantas ndo-pulverizadas.

Segundo Mohammed et al. (2020), o limoneno foi encontrado em maiores
concentraces em frutos de Citrus spp. (Rutaceae) infestados pela cochonilha vermelha
Aonidiella aurantii (Maskell,1879) (Hemiptera: Diaspididae) do que em frutos nao-
infestados, ainda de acordo com os autores, fémeas do parasitoide Aphytis melinus DeBach,
1959 (Hymenoptera: Aphelinidae) apresentaram preferéncia por COVs de frutos infestados,
em comparagéo a frutos sadios.

O salicilato de metila (MeSa) foi o0 composto que apresentou as maiores
concentra¢des em ambos os extratos. Varios estudos mostram a atratividade desse éster ndo so
a insetos benéficos, mas também a insetos-praga (JAMES, 2003; MALLINGER; HOGG,;



o1

GRATTON, 2011; RODRIGUEZ-SAONA et al., 2011), podendo ter, a0 mesmo tempo,
atividade repelente (KOSCHIER; HOFFMANN; RIEFLER, 2007).

Em testes de eletroantenografia, 0 MeSa se mostrou ativo a mosca Bactrocera
cucurbitae (Coquillett, 1849) (Diptera: Tephritidae) (SHIVARAMU et al., 2022). James e
Price (2004), constataram que armadilhas com o MeSa capturam significativamente mais
insetos em campo, inclusive dipteros, do que armadilhas sem o composto. Resultados
semelhantes foram obtidos por Shamshev e Selitskaya (2016), que observaram uma maior
quantidade de moscas Rhamphomyia gibba (Fallén, 1816) (Diptera: Empididae) capturadas
em armadilhas contendo MeSa em relacdo a armadilhas controle sem o composto.

O MeSa oriundo de excrementos de Tuta absoluta Meyrick, 1917 (Lepidoptera:
Gelechiidae) foi atrativo ao parasitoide larval Dolichogenidea gelechiidivoris (Marsh, 1975)
(Hymenoptera: Braconidae) (AYELO et al., 2021). Sasso et al. (2009), em experimentos de
eletroantenografia e tinel de vento, observaram que o MeSa foi significativamente atrativo ao
parasitoide Aphidius ervi Haliday, 1834 (Hymenoptera: Braconidae).

Esses trabalhos anteriormente citados mostram que os herbivoros ou mesmo a
alimentacdo destes, leva a producdo de diversos COVs, desempenhando importante papel
ecoldgico. No presente trabalho observa-se que a maioria dos compostos identificados e com
maiores concentracGes foi proveniente do extrato obtido por headspace da larva+alimento, do
que do extrato do alimento, evidenciando que o processo de alimentacdo da praga e/ou de
decomposicao do tecido vegetal tende a aumentar a producdo de COVs.

Os volateis liberados durante a alimentacdo de herbivoros sdo geralmente
indicadores da presenca destes nas plantas (DE MORAES; LEWIS; TUMLINSON, 2000).
Além disso, a liberacdo de COVs pelas plantas ndo se d& apenas em resposta as injarias
causadas em seus tecidos, mas pela exposicdo as secrecBes salivares das pragas, que leva
também ao aumento da producdo de fitorménios. Com isso, 0s COVs podem potencialmente
trazer inimigos naturais em direcdo ao hospedeiro (DE MORAES; LEWIS; TUMLINSON,
2000; TUNMLINSON; ENGELBERTH, 2008).

Turlings e Erb (2018) constataram que as injarias causadas por lagartas em plantas
de milho Zea mays L. (Poaceae), ap6s 16 horas de exposicdo ao herbivoro, resultam no
aumento da producdo de COVs quando comparadas a plantas injuriadas no inicio do ataque
da praga e a plantas intactas. Greany et al. (1977) observaram que fémeas do parasitoide
Diachasmimorpha longicaudata (Ashmmead, 1905) (Hymenoptera: Braconidae) foram
atraidas por péssegos (Rosaceae) que comecaram a se decompor devido a lesdes mecénicas ou

pela infestacdo por larvas de mosca-da-fruta (Diptera: Tephritidae).



52

3.3.2 Eletroantenografia

Nos bioensaios de eletroantenografia observou-se atividade em trés compostos
identificados no extrato de larva+alimento. As antenas de fémeas de B. rhynchophorae
tiveram respostas ativas quando expostas aos compostos Tolueno, 2,3 Dimetilpentanol e 3-

Octanona (figura 13).

Figura 13. Resposta eletroantenografica de fémea de Billaea rhynchophorae para os
compostos do extrato de Rhynchophorus palmarum + alimento (estipe de dendezeiro).
Resposta para 0s compostos com respectivos indices de retengdo (Coluna NST-05): 1-783
(tolueno), 5- 937 (2,3-dimetillpentanol) e 8- 987 (3-octanona).

CG-FID (—) EAG (—)

2,5 4,5 6,5 8,5 10,5 12,5
Tempo (minutos)

Fonte: Autor (2022).

De acordo com Ramachadran et al. (1991), a 3-octanona € um composto presente em
excrementos de lagartas de Chrysodeixis includens (Walker, 1858) (Lepidoptera: Noctuidae)
alimentadas com folhas de soja Glycine max (L.) Merril (Fabaceae). Os autores realizaram
testes de eletroantenografia e constataram que o referido composto tem atividade para o
parasitoide Microplitis demolitor Wilkinson, 1934 (Hymenoptera: Braconidae).

Roman-Ruiz et al. (2012) identificaram a 3-octanona em excrementos de larvas de
Hypothenemus hampei (Ferrari, 1867) (Coleoptera: Curculionidae) alimentadas com frutos de
café Coffea arabica L. (Rubiaceae) e com dieta artificial, e confirmaram ainda, em testes de
olfatometria, que este composto atrai o parasitoide Prorops nasuta Waterston, 1923

(Hymenoptera: Bethylidae).
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Segundo Birkett et al. (2003), plantas de feijdo Phaseolus vulgaris L. (Fabaceae)
infestadas com mosca-branca T. vaporariorum liberaram o composto 3-octanona em niveis
mais altos quando comparados a plantas sem infestacdo, 0 que provocou um aumento
significativo no voo orientado e pouso no hospedeiro do parasitoide E. formosa.

O composto 3-octanona foi também encontrado em glandulas mandibulares da
formiga Myrmica rubra L., 1758 (Hymenoptera: Formicidae), sendo um constituinte do
ferom6nio de alarme (CAMMAERTS; EVERSHED; MORGAN, 1981). De acordo com
Witte et al. (2010), quando o feroménio é langado, 0 composto atrai fémeas de Pseudacteon
brevicauda Schmitz, 1925 (Diptera: Phoridae), mosca-parasitoide de M. rubra.

Leffingwell, Alford e Leffingwell (2015) identificaram a 3-octanona em plantas de
Cucurbita pepo L. (Curculionidae), e Park et al. (2018), através de biosensaios
eletroantenograficos, demonstraram que o0 composto apresenta atividade a mosca B.
scutellata (Hendel, 1912) (Diptera: Tephritidae), uma importante praga de cucurbitaceas.

Com relacdo ao tolueno, ndo ha relatos sobre a sua atratividade a parasitoides. No
entanto, o composto foi identificado em volateis coletados através da técnica de SPME, de
folhas verdes de oliva Olea europaea L. (Oleaceae) em seis niveis de maturacdo e de
infestacdo, a abundancia deste hidrocarboneto aumentou na medida em que a infestacdo da
praga B. oleae (Rossi, 1790) (Diptera: Tephritidae) também aumentava (MALHEIRO et al.,
2016). Scarpati, Scalzo e Vita (1993) observaram em bioensaios de olfatometria que o tolueno

€ um composto atrativo a B. oleae.



54

3.4 CONCLUSOES

Os extratos obtidos por headspace de R. palmarum + alimento e alimento sugeriram
17 compostos dos quais 14 foram confirmados através da comparagdo com padrdes
comerciais;

Os compostos tolueno, 3-octanona e 2,3-dimetilpentanol apresentaram bioatividade a

antenas de fémeas do parasitoide B. rhynchophorae.
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4 CAPITULO Il - COMPOSTOS CUTICULARES EM Billaea rhynchophorae
(BLANCHARD, 1937) (DIPTERA: TACHINIDAE)

RESUMO

Billaea rhynchophorae (Blanchard, 1937) (Diptera: Tachinidae) foi relatada parasitando
larvas e pupas de Rhynchophorus palmarum (L., 1758) (Coleoptera: Curculionidae), portanto,
essa mosca tem potencial para ser utilizada no controle bioldgico de pragas. Entretanto, pouco
se sabe sobre a espécie B. rhynchophorae. Assim, o objetivo do presente trabalho foi
caracterizar 0s compostos presentes na cuticula do parasitoide, destacando as diferencas entre
0s sexos. Realizaram-se extracdes com solvente de quatro partes (abdome, asas, cabeca e
pernas) do corpo de machos e fémeas. Os sobrenadantes foram filtrados e analisados em
Cromatografia Gasosa acoplada ao detector de lonizagdo em Chamas (CG-FID), identificados
por Cromatografia Gasosa acoplada ao Espectrometro de Massas (CG-MS), e quantificados
através de curva de concentracdo de padrdo interno. Foi observada a presenca de sete
compostos, sem diferencas qualitativas para ambos os sexos. Os compostos identificados séo

alcanos e um alceno de 20 a 31 carbonos, pertencentes a classe dos hidrocarbonetos.

Palavras-chave: Parasitoide, Semioquimico, Hidrocarboneto cuticular.
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4.1 INTRODUCAO

Pertencente a familia Tachinidae, o género Billaea Robineau-Desvoidy, 1830 esta
amplamente distribuido em varias regides do planeta (O’HARA, 2014). A maioria das
espécies deste género é reconhecidamente parasitoide de outros artropodes (TOMA; NIHEI,
2006).

No Brasil, destacam-se as espécies Billaea claripalpis (Wulp, 1896), B. Menezesi
(Guimaraes, 1977) e B. rhynchophorae (Blanchard, 1937), esta ultima relatada parasitando,
no estado da Bahia, larvas e pupas de Rhynchophorus palmarum (L., 1758) (Coleoptera:
Curculionidae), principal praga de arecaceas na regido Neotropical (MOURA et al., 2006;
LOHR; VASQUEZ-ORDONEZ; LOPEZ-LAVALLE, 2015).

Atualmente, pouco se sabe acerca do comportamento e da ecologia quimica de B.
rhynchophorae. O conhecimento dos compostos cuticulares pode contribuir para entender o
comportamento dos insetos, tendo em vista que podem utilizar na comunicagdo quimica os
compostos organicos volateis (COVs) presentes na cuticula, atuando como feroménios
sexuais de curta distancia (feromonio de contato), influenciando diretamente no sucesso de
corte e copula (BLOMQUIST et al., 1993).

Segundo Lockey (1988) a camada mais superficial (epicuticula) dos insetos é coberta
por hidrocarbonetos, juntamente com outros compostos como ésteres, alcoois, acidos graxos,
parafinas, acilglicerideos, fosfolipideos e glicolipideos. A funcdo principal dos compostos
cuticulares € prevenir a dessecacao e proteger contra patogénos (LOCKEY, 1988; SINGER,
1998), no entanto, também sdo importantes nas interacdes intra e interespecificas (EBBS;
AMREIN, 2007), na diferenciacdo taxonémica (ROUX; GERS; LEGAL, 2006), e para
mapeamento biogeografico (KAMHAWI et al., 1987; ROUX; GERS; LEGAL, 2006).

Diante da escassez de informacdes sobre o parasitoide e perspectiva da sua utilizagédo
no Manejo Integrado de Pragas, o objetivo do presente estudo foi analisar e identificar,
através de extracGes cuticulares, os COVs presentes em diferentes partes do corpo de B.

rhynchophorae.
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4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Coleta de Billaea rhynchophorae

A coleta de B. rhynchophorae foi realizada concomitantemente a coleta de R.
palmarum, em janeiro de 2022, nos municipios de Jaguaripe (13°00'51.4"S; 38°51'12.8"W) e
Taperod (13°31'44.2"S; 39°06'47.7"W), no estado da Bahia, em dendezeiros com danos
evidentes causados por R. palmarum, como ma formacdo, amarelecimento e morte foliar, e
presenca de galerias nos tecidos da parte aérea.

Apobs coleta no campo, os casulos contendo larvas e pupéarios de B. rhynchophorae
foram transportados em potes plasticos para o Laboratério de Pesquisa em Recursos Naturais
(LPgRN) do Centro de Engenharias e Ciéncias Agrarias (CECA), da Universidade Federal de
Alagoas (UFAL), e acondicionados em BOD com temperatura de 29,5 °C, com fotoperiodo
de 12 horas, para permitir o desenvolvimento do parasitoide.

4.2.2 Extracao por solvente das partes de machos e fémeas de Billaea rhynchophorae

A extracdo foi realizada com insetos adultos, virgens e sexados, de até 12 horas de
vida. Para a selecdo dos adultos, os pupérios de B. rhynchophorae, oriundos de um mesmo
casulo de R. palmarum parasitado, foram individualizados em potes plasticos, mantidos em
BOD a 29,5 °C, com fotoperiodo de 12 horas, até emergirem.

Selecionaram-se trés machos e trés fémeas, que tiveram o0 corpo seccionado, com
auxilio de pincas e tesoura entomologica, em cabeca, pernas, asas e abdome. As partes do
corpo das moscas foram separadas e imersas em 200 pL de solvente hexano (grau HPLC) em

tubo de ensaio por um periodo de 5 minutos (figura 14).
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Figura 14. Partes selecionadas de Billaea rhynchophorae e material utilizado na extracéo.

-

Fonte: Autor (2022).

Apos a imersdo, os sobrenadantes foram retirados com uma pipeta de Pasteur de
vidro, filtrados com 14 de vidro, transferidos para um vial com capacidade para 2 mL, e

conservados sob refrigeracdo (-20 °C) para serem analisados posteriormente.

4.2.3 Andlise dos extratos em Cromatografia Gasosa acoplada ao detector de lonizagdo
em Chamas (CG-FID)

Os extratos das partes de B. rhynchophorae foram analisados por meio de
Cromatografia Gasosa acoplada ao Detector de lonizagdo em Chamas (CG-FID) pelo
equipamento modelo Shimadzu QP2010, no qual aliquotas de 1 pL da amostra dos extratos
foram analisadas no modo Splitless a 280 °C e a deteccdo a 300 °C. A cromatografia foi
realizada em uma coluna capilar NST-05 (30 m, 0,25 mm d.i.; Restek®, Bellefonte, PA,
USA). A condicdo de analise para a separacdo dos componentes foi inicialmente de 50 °C,
aumentando 10 °C por minuto até atingir 280 °C, permanecendo por 10 minutos, aumentando
novamente 10 °C por minuto até atingir 300 °C e permanecendo por um minuto, com fluxo da
coluna de 1,10 mL/min.

Os cromatogramas foram observados para a identificacdo de compostos especificos
entre as partes de machos e fémeas e, através do tempo de retencdo de cada composto
presente nas amostras, calculou-se o Indice de Retencdo (IR) e analisou-se o padrdo de

alcanos de 7 a 40 atomos de carbono (SIGMA-ALDRICH) no mesmo equipamento e método
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utilizado nos extratos, em modo Split. Desta forma, através do tempo de retencdo dos
compostos das amostras e do padrdo de alcanos foram realizados os célculos do IR de cada

composto com base na equacao 1.

(trx—try)

IR =100y + 100 (z —y) = (Equacéo 1)

(trz—try)

Em que: trx = tempo de retencdo dos compostos de interesse; y= nimero de carbonos do
hidrocarboneto que elui antes do composto X; z= nimero de carbonos do hidrocarboneto que

elui depois do composto X.

4.2.4 Andlise dos extratos em Cromatografia Gasosa acoplado ao Espectdmetro de
Massas (CG-MS)

A analise dos extratos em Cromatografia Gasosa acoplada ao Espectrometro de
Massas (CG-MS) foi realizada no equipamento modelo Shimadzu QP-2010, em coluna
capilar ZB-5MS (60 m, 0,25 mm d. i., 0,25 um; J & W Scientific, Folsom, Califérnia, EUA),
com ionizagcdo por impacto de elétrons (70 eV), em modo Split. Com a programacdo de
temperatura de 150 °C por 9 minutos, aumentando 10 °C até por minuto até 280 °C,
permanecendo por 10 minutos, aumentando 10 °C por minuto até atingir 300 °C,
permanecendo nesta temperatura durante 5 minutos. O hélio foi de arraste com fluxo de 0,79
mL/minuto, no qual se utilizou uma aliquota de 1 pL dos extratos. Os compostos foram
identificados por meio das analises de fragmentacdo, indice de retencdo e comparacGes com
as bibliotecas NIST, WILEY E FFNSC do espectrometro.

4.2.5 Quantificacdo dos Compostos

A quantificacdo dos compostos presentes nos extratos de partes de B. rhynchophorae
foi realizada por meio do método de quantificacdo em cromatografia gasosa de curva de
concentracdo de padrdo interno, em CG-FID equipado com coluna capilar NST-05 (30 m,
0,25 mm d.i., 0,25 pm; Restek®) com 0s mesmos parametros de analises dos extratos.

Foi usado como padrdo o composto eicosano (C20) em diferentes concentragdes, 10,
20, 50 e 100 nguL™?, e foi obtida a curva através da relagdo da concentrages do padrdo versus
as areas dos respectivos sinais. A quantificacdo dos compostos presentes nas amostras foi

realizada com o uso da equacado linear obtida na curva de concentragdo de padrdo interno.
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos extratos de cabeca B. rhynchophorae, foi observada a presenca de sete
compostos (figura 15), ndo havendo diferenca entre os sexos. Também ndo houve diferenca
qualitativa nos compostos entre as demais partes do corpo analisadas (dados néo
apresentados). Os compostos cuticulares em insetos podem diferir ou apresentar
concentracdes diferentes entre os sexos (BARBOUR; LACEY; HANKS, 2003; GINZEL et
al., 2006).

Figura 15. Cromatograma comparativo de extrato hexanico de cabecas de fémeas (%) e
machos (&) de Billaea rhynchophorae (n=3). indice de retencdo Coluna NST-05= (1) 2300;
(2) 2473; (3) 2500; (4) 2669; (5) 2700; (6) 3061; (7) 3100.
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Fonte: Autor (2022).

Foram identificados cinco compostos pertencentes a classe dos Hidrocarbonetos
lineares (tricosano, 3-eicoseno, pentacosano, heptacosano e hentriacontano) (tabela 4). Os
hidrocarbonetos cuticulares em insetos sdo constituidos principalmente de alcanos e alcenos,
de cadeias simples ou ramificadas (MARTIN; DRIJFHOUT, 2009).
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Tabela 4. Compostos presentes no extrato de partes (cabeca, abdome, perna e asa) de fémeas
(?) e machos (J) de Billaea rhynchophorae (n=3). Concentracdo calculada por curva de
concentragdo de padréo interno (R? = 0,9971).

Concentracéo (nguL™)
N TR IR Compostos Cabeca Abddmen Pernas Asas
g 3 2 d ? d ? 3

1 20,69 2300 Tricosano** 775 562 39 435 1284 449 7,02 3,37
2 22,14 2473 3-eicoseno* 57,22 39,01 5595 6841 14228 60,93 74,89 4270
3 2236 2500 Pentacosano** 16,18 1669 680 958 2536 13,08 10,09 7,38
4 23,73 2669 ni 415 349 513 846 1430 872 585 542
5 2398 2700 Heptacosano** 305 429 149 314 508 450 191 2,65
6 2847 3061 ni 557 12,01 224 890 7,00 7,79 2,79 3,67
7 2911 3100 Hentriacontano** 6,85 9,71 2,78 813 877 949 330 3,70

N°= nimero do pico; IR= indice de retencdo; *compostos identificados por meio das analises de fragmentacdo
dos espectros de massa; **confirmacdo dos compostos identificados com padrdes; ni= ndo identificados. Analise
CG-FID com coluna NST-05; analise GC-MS com coluna ZB-5MS.

Uma série de estudos com diferentes espécies estabeleceram que o principal local de
sintese de hidrocarbonetos cuticulares (HCs) esta dentro das células associadas com a camada
epidérmica ou o corpo gorduroso periférico, particularmente os oendcitos (BAGNERES;
WICKER-THOMAS, 2010). Armoud e Regnier (1975) e Dillwith, Blomquist e Nelson
(1981) demonstraram que, em dipteros das familias Sarcophagidae e Muscidae, a sintese de
hidrocarbonetos ocorre principalmente no tecido epidérmico.

Segundo Mpuru et al. (2001), a quantidade de HCs em Musca domestica L., 1758
(Diptera: Muscidae) foi bastante semelhante em machos e fémeas, e a concentracdo destes
compostos aumenta 36 h apds a emergéncia. Porém, Baltert et al. (1986) constataram que 0s
HCs de machos e fémeas do complexo Drosophila virilis Sturtevant, 1916 (Diptera:
Drosophilidae) eram idénticos ap6s a emergéncia, mas tornavam-se diferentes com o
amadurecimento dos insetos.

No mesmo sentido, Carlson et al. (2011) observaram que a diferenca entre os HCs
quase ndo é notada em fémeas e machos recém-emergidos de Hydrotaea aenescens
(Wiedemann, 1830) (Diptera: Muscidae). No entanto, apds o quarto dia de emergéncia essa
diferenca é constatada, quando os HCs sdo observados em maiores quantidades nos machos.

Hugo et al. (2006) identificaram seis hidrocarbonetos na cuticula de trés espécies de
mosquitos, entre eles pentacosano e heptacosano, corroborando com as observagdes feitas no

presente estudo. O pentacosano foi encontrado em extratos de pernas de Lucilia sericata
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(Meigen, 1829) e Calliphora vicina Robineau-Desvoidy, 1830 (Diptera: Calliphoridae), e a
sua concentracdo aumentava linearmente em ambos 0s sexos até o vigésimo dia de idade das
moscas (BERNHARDT et al., 2017).

Estudos revelam que dipteros recém-emergidos possuem o perfil cuticular
semelhante, independente do sexo. O amadurecimento dos insetos propicia a producgédo de
HCs inexistente nos primeiros dias de vida, bem como altera a concentracdo dos HCs,
podendo ter uma distingdo no perfil de machos e fémeas. Esses compostos tém grande
importancia, pois podem fazer parte da interagdo intraespecifica, atuando como feromonios de
curta distancia e, consequentemente influenciando na reprodugéo de B. rhynchophorae.
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4.4 CONCLUSOES

Foram identificados cinco compostos cuticulares em B. rhynchophorae, pertencentes
a classe dos hidrocarbonetos;

Todos 0s compostos estdo presentes nos extratos de machos e fémeas, variando
apenas a concentragao;

O 3-eicoseno foi 0 composto majoritario nos extratos de ambos 0s sexos;

Estudos futuros se fazem necessarios para observar o papel ecoldgico desses

compostos na cuticula, conforme o parasitoide B. rhynchophorae vai amadurecendo.
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