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RESUMO

A palma é uma importante cultura, principalmente por seu potencial forrageiro,
sendo uma alternativa para alimentacdo de rebanhos quando ha escassez de
pastagens nativas, inclusive em periodos de seca prolongada. Um dos principais
problemas no cultivo da palma forrageira é a infestacdo de pragas, como a
cochonilha em escama, Diaspis echinocacti, que quando ndo controlada pode
causar perdas severas na produtividade, podendo chegar a 100%. O Manejo
Integrado € uma alternativa para o controle desta praga e manutencdo da producéo
fora de um dano econdémico. Assim sendo, este estudo objetivou avaliar a interacao
entre a palma forrageira, a cochonilha de escama e dois de seus inimigos naturais,
Zagreus bimaculosus e Chilocorus nigrita. Os compostos organicos volateis (COVs)
liberados por dez variedades de palma forrageira, sadias e infestadas por D.
echinocacti, assim como os volateis liberados pelos dois inimigos naturais estudados
foram coletados por aeracao e extraidos com hexano grau HPLC. Os extratos foram
submetidos a bioensaios comportamentais em olfatdmetrro Y, para identificacdo de
sua atividade atraente para os inimigos naturais, Z. bimaculosus e C. nigrita, e em
seguida submetidos a analises quimicas por Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massas (CG-EM) para identificagcdo dos COVs. Foram realizados
testes eletrofisiolégicos com Cromatografia Gasosa acoplada ao Eletroantenografo
(CG-EAQG) dos extratos que exibiram atividade nos bioensaios comportamentais. Os
resultados obtidos demonstraram que as espécies de joaninhas estudadas sao
atraidas pelos extratos, em sua maioria, ap0s o processo de infestacdo com D.
echinocacti, e que os perfis de emissao dos COVs das dez variedades estudadas
diferem entre si. Dentre os COVs identificados nos extratos de Z. bimaculosus e C.
nigrita, encontram-se o 1l-etil-hexanol, 3,7-dimetil-octanol, 1-heptacosanol, 1-
decanol, 2-propil-1-heptanol e o farnesol, os quais foram identificados como
componentes do feromoénio de agregacdo de coledpteros e como constituintes
cuticulares de coledpteros. Observa-se ainda que novos compostos foram
encontrados nos extratos das dez variedades de palma forrageira infestadas com a
cochonilha de escama, D. echinocacti, dentre estes compostos estdo 0 n-octanal,
geranil linalol, linalol, n-nonanal, n-decanal e esqualeno, os quais estdo associados a
defesa de plantas, inclusive na atragcdo de inimigos naturais. Esses resultados
comprovam a importancia dos COVs produzidos por plantas para sua defesa, apos
um processo de herbivoria, inclusive no que diz respeito a atracdo de inimigos
naturais. Os COVs liberados pelas duas espécies de joaninhas estudadas podem
ser componentes do ferombnio de agregacdo, uma vez que houve atratividade
demonstrada em bioensaios comportamentais.

Palavras-chaves: Ecologia quimica. Semioquimicos. Cochonilha. Joaninha.



ABSTRACT

The palm is an important crop, primarily for its forage potential, being an alternative
to feeding livestock is scarce native grasslands, especially during periods of
prolonged drought. One of the main problems in the cultivation of cactus pear is the
infestation of pests such as mealybug in scale, Diaspis echinocacti, when
uncontrolled can cause severe Yyield losses, reaching 100%. The Integrated
Management is an alternative to control this pest and maintenance of production out
of economic damage. Therefore, this study aimed to evaluate the interaction between
the spineless cactus, cochineal scale and two of its natural enemies, Zagreus
bimaculosus and Chilocorus nigrita. Volatile organic compounds (VOCs) released by
ten varieties of cactus, healthy and infested by D. echinocacti, as well as the volatiles
released by the two natural enemies studied were collected by aeration and
extracted with n-hexane HPLC. The extracts were subjected to behavioral bioassays
in olfatometre Y to identify their attractive activity for natural enemies, Z. bimaculosus
and C. nigrita, and then subjected to chemical analysis by gas chromatography
coupled to mass spectrometry (GC-MS) for identification of VOCs. Electrophysiologic
testing with gas chromatography coupled to electroantennograph (GC-EAG) of the
extracts that showed activity in behavioral bioassays were conducted. The results
showed that the species of ladybugs are attracted by the extracts studied, mostly
after the process of infestation with D. echinocacti, and that the profiles of the
emission of VOCs of ten varieties studied differed. Among the VOCs identified in
extracts of Z. bimaculosus and C. nigrita, are the 1-ethyl-hexanol, 3,7-dimethyl-
octanol, 1-heptacosanol, 1-decanol, 2-propyl-1-heptanol and farnesol, which were
identified as components of the aggregation pheromone of beetles and beetle
cuticular constituents. It also observe that new compounds were found in the extracts
of ten varieties of cactus infested with cochineal scale of D. echinocacti, among these
compounds are the n-octanal, geranyl linalool, linalool, n-nonanal, n-decanal and
squalene, which are associated with plant defense, including the attraction of natural
enemies. These results demonstrate the importance of VOCs produced by plants for
their defense, after a process of herbivory, including with regard to the attraction of
natural enemies. VOCs released by two species of ladybugs can be studied
components of the aggregation pheromone, since attractiveness was demonstrated
in behavioral bioassays.

Keywords: Chemical ecology. Semiochemicals. Cochineal. Ladybug.
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1 INTRODUCAO

Nas regioes do semiarido do Nordeste Brasileiro, as chuvas irregulares estao
diretamente ligadas a alimentacdo de rebanhos, ja que a sua escassez reduz
consideravelmente a disponibilidade de alimentos para os animais. Dessa forma,
torna-se necessaria a introducdo de outras fontes de alimentacdo para o rebanho,
gue ndo as pastagens nativas, como a palma forrageira, que apesar de ja ser
utilizada ha muito tempo, sé esta disponivel para alimentacdo do rebanho quando
cultivada pelo produtor rural. Segundo o ultimo Censo Agropecuario do IBGE
disponivel (BRASIL, 2011), o nordeste brasileiro possuia 29.583.041 cabecas de
bovinos, 125.692 cabecas de bubalinos, 8.538.255 cabecas de caprinos e
10.110.352 cabecas de ovinos, representando 13%, 8%, 91% e 57%
respectivamente, do rebanho brasileiro. Esses numeros revelam a importancia
dessa regido do Pais na pecuaria brasileira. Fazendo um comparativo entre a
pecuaria e a agricultura, no semiarido brasileiro, quando em anos de seca, 0
agricultor perde, em média, 72% de sua produtividade, enquanto o pecuarista perde
apenas 20% (ARAUJO FILHO e CARVALHO, 1998).

A palma forrageira € uma das alternativas de alimentacdo para diversos
rebanhos, principalmente na regido semiarida do nordeste brasileiro e um dos
grandes problemas da utilizacdo deste meio de alimentacdo para o rebanho, é a
ocorréncia de pragas e também doencas, muitas vezes, disseminadas por essas
pragas. O cultivo da palma forrageira abrange uma area no Nordeste de mais de 550
mil hectares, sendo concentrado nos estados de Pernambuco, Alagoas e Paraiba
(SANTOS, 2010). Segundo estimativas da Secretaria de Agricultura do estado de
Alagoas (SEAGRI, 2010), o Estado tem a maior area de palma do Brasil, que varia
de 180 mil a 200 mil hectares, ocupando o posto de segunda cultura, em area
plantada, perdendo apenas para a cana-de-aglcar, que tem area em torno de 400
mil hectares. Amorim (2011) salientou a importancia socioeconémica que a palma
forrageira tem, ja que a mesma exerce grande influéncia sobre os sistemas de
producdo de ruminantes na regido do semiarido nordestino.

Em Alagoas, o cultivo da palma miuda teve inicio na década de 1920, nos
municipios de Major Isidoro, Jacaré dos Homens e Batalha, municipios estes que
estdo inseridos na Bacia Leiteira do estado de Alagoas (ANDRADE, 1990 apud
AMORIM, 2011).
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A principal praga da palma forrageira € a cochonilha, que possui uma taxa de
disseminagédo muito alta, levando a imensas perdas na producédo, podendo alcancar
100% da area plantada (LOPES et al., 2009). Existem duas espécies de cochonilhas
gue atacam a palma no Brasil, ambas sdo género-especificas, a Dactylopius
opuntiae (Cockerell, 1896) (Hemiptera: Dactylopiidae), especifica para o género de
palma Opuntia, e Diaspis echinocacti (Bouché, 1833) (Hemiptera: Diaspididae)
especifica para o género de palma Nopalea. O manejo dessas pragas através de
inseticidas, além de ser complicado pela dificuldade de alcance em todas as
raquetes, ndo € indicado pelo fato de servirem de alimentacdo para o rebanho, e 0
acumulo de inseticidas na alimentacdo pode tornar a carne e o leite, inadequados
para o consumo humano.

Uma alternativa para o problema do inseticida € o Manejo Integrado de
Pragas que visa reduzir a aplicagcdo de agrotoxicos, sem poluir 0 meio ambiente.
Uma das formas desse manejo é o investimento em inimigos naturais de pragas
potenciais, com a criagao desses e posterior liberacdo em campo.

Buscando uma alternativa para o controle da praga da palma forrageira, a D.
echinocacti, este trabalho objetivou estudar as interagcbes que ocorrem entre
algumas variedades de dois géneros de palma forrageira, a cochonilha de escama e
dois de seus inimigos naturais, Chilocorus nigrita (Fabricius, 1798) (Coleoptera:

Coccinellidae) e Zagreus bimaculosus (Mulsant, 1850) (Coleoptera: Coccinellidae).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PALMA FORRAGEIRA

A palma forrageira pertence ao reino Plantae; divisdo: Magnoliophyta; classe:
Magnoliopsida; ordem: Caryophyllales; familia Cactaceae; género: Opuntia; e
subgénero: Opuntiae nopalea. Na familia Cactaceae, existem aproximadamente 84
géneros e 1400 espécies nativas das Américas (SALAK, 2000).

De acordo com Lima e Gama (2001), a palma forrageira foi disseminada no
Nordeste brasileiro no inicio do século XX, e essa disseminacao s6 ocorreu, por
ordem do Governo brasileiro, ap0s a seca de 1932. A palma forrageira ndo € uma
planta nativa do Brasil; segundo Silva e Santos (2006), € originaria do México e foi
introduzida no Brasil no final do século XIX, em Pernambuco.

O Nordeste brasileiro, de acordo com Araudjo Filho (1985) é caracterizado
como semiarido em 70% de seu territorio, e as médias de chuvas variam de 300 mm
a 800 mm por ano, estando esta pluviosidade concentrada apenas na estacdo
Umida, que dura cerca de trés a quatro meses do ano. Estes baixos indices
pluviométricos causam transtornos aos produtores rurais da regido. No caso
especifico da pecuaria, o longo periodo de estiagem ocasiona a diminuicdo da
producdo de carne e leite, pela diminuicdo da producdo de forragem para
alimentacdo do rebanho. Uma alternativa para alimentacdo do rebanho em épocas
de estiagem é a palma forrageira, que oferece uma boa disponibilidade no periodo
seco do semiarido nordestino.

As cactaceas forrageiras sao espécies bem adaptadas as condi¢des adversas
do semiarido, devido a sua fisiologia, caracterizada pelo processo fotossintético
denominado Metabolismo Acido das Crassulaceas (CAM). A noite, estas plantas
abrem os estdmatos que permite a entrada de diéxido de carbono (CO,), que fica
armazenado temporariamente em &cido malico, sendo consumido nas reacoes
fotossintéticas do dia seguinte. A reducao do CO, na fotossintese ocorre sem a troca
de gases com a atmosfera, consequentemente, sem perda de agua. Além desse
comportamento fisiologico, a palma apresenta raizes superficiais, que penetram
normalmente, até oitenta centimetros de profundidade no solo e atingem varios
metros de extenséo, formando verdadeira rede capilar, com elevada capacidade de

absorcdo da agua do solo (SANTOS et al., 2006). Além disso, ela apresenta uma
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composicdo rica em agua, mucilagem e residuos minerais, apresentando um alto
coeficiente de digestibilidade da matéria seca (COSTA et. al. 1973 apud SANTOS et
al., 2001; WANDERLEY et al., 2002).

No Nordeste as espécies mais cultivadas sdo Opuntia ficus-indica Mill e
Nopalea cochenillifera Salm Dick, com suas variedades. Em Alagoas, a espécie N.
cochenillifera (Figura 1) € amplamente cultivada, sendo a O. ficus-indica a espécie

mais cultivada nos estados de Pernambuco, Paraiba e Ceara (AMORIM, 2011).

Figura 1. Plantio de palma forrageira (Nopalea cochenillifera) no povoado de Curral
Novo, Major Isidoro — AL. (Foto: Mariana Oliveira, Major Izidoro, 2012).

Segundo SANTOS et al. (2006), as cultivares Gigante e Redonda, do género
Opuntia, possuem uma superioridade em relacdo ao cultivar Miada, em termos de
produtividade de massa verde. Porém, como a palma milda tem uma maior
guantidade de matéria seca; comparando-se a gigante e a redonda, os resultados
finais se equivalem.

Ainda de acordo com o IPA (SANTOS et al.,, 2006), as raquetes de palma
devem ser plantadas no terco final do periodo seco, a fim de evitar o apodrecimento,
pela contaminacdo por fungos e bactérias, devido a umidade, caso sejam plantadas
no periodo chuvoso.

S&o raras as pesquisas com palma forrageira no Brasil. Segundo Amorim
(2011), paises como o México e Estados Unidos, incluem a palma forrageira em
suas linhas de estudo, em grandes centros de pesquisa, diferentemente do Brasil,
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onde, geralmente, ndo é dada a devida importancia ao potencial que a palma
forrageira tem dentro da area cientifica, acoplado a importancia desta forrageira para
0s pequenos e grandes pecuaristas do semiarido brasileiro. A maior parte dos
estudos com palma forrageira no Brasil, dizem respeito ao cultivo, produgéo, micro

propagacdo e melhoramento genético.

2.2 AS COCHONILHAS: PRINCIPAIS PRAGAS DA PALMA FORR AGEIRA

As cochonilhas séo as principais pragas da palma forrageira, sendo duas
espécies, uma da familia Diaspididae e outra da familia Dactylopiidae, as principais
causadoras de danos na palma no Nordeste brasileiro, D. echinocacti (Figura 2) e D.
opuntiae (Figura 3) (SANTOS et al., 2006).

Figura 2. Cladddio de palma gigante (O. ficus-indica) infestada por D. echinocati.
Fonte: http://ecoport.org/ep?SearchType=pdb&PdblD=16427

Essas espécies de cochonilhas sdo caracterizadas pela rapida reproducao
dos insetos, causando severos danos a plantacdo. As perdas em producdo podem
alcancar 100%, inviabilizando a pecuéaria no periodo de seca do semiarido
nordestino (SANTOS et al., 2006). As cochonilhas que atacam a palma forrageira
tém uma especificidade por determinados géneros de palma, dessa forma, a D.
opuntiae € praga seletiva de espécies do género Opuntia (palma gigante ou
redonda), enquanto a D. echinocacti ataca as espécies do género Nopalea (miuda

ou doce).
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Figura 3. Cladodio de palma miuda (N. cochenillifera) infestada por D. opuntiae.
Foto: Mariana Oliveira

A D. opuntiae, conhecida como cochonilha-do-carmim, € originaria do México
e sua introducao no Brasil ocorreu devido ao interesse pelo corante natural carmim,
produzido por esta espécie de cochonilha (CHIACCHIO, 2008). Como a espécie tem
uma especificidade pelo género de palma Opuntia, ela s6 ocorre em alguns estados
do Nordeste, onde ha a producéo da palma gigante (COSTA, 2007). De acordo com
Santos et al., (2006), a cochonilha do carmim ja foi observada em Alagoas,
Pernambuco, Paraiba, Rio Grande do Norte e Ceara. Segundo Cavalcanti et. al.
(2001) é necessario adotar uma medida de controle ao primeiro sinal de ocorréncia
desta praga, que pode ser feita através de controle mecéanico, quimico, biolégico e
com o uso de variedades resistentes.
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De acordo com Lima e Gama (2001), a D. echinocacti (Quadro 1) é a espécie,
dentre as cochonilhas, que apresenta o mais alto nivel de evolucéo, tanto por ser
séssil (somente as fémeas), quanto por sua capacidade de secretar uma carapaca
serosa. Os machos sédo alados, possuindo um par de asas com o aparelho bucal
atrofiado. Arruda Filho e Arruda (2002) estudaram o ciclo biolégico de D. echinocacti,
e de acordo com esse estudo, o ciclo apresentou uma duracdo meédia de 35 dias, de
ovo a adulto, passando por 3 fases de ninfas, caracterizando a hemimetabolia. Ainda
de acordo com o estudo, 0s ovos passam dois a trés dias até eclosao das ninfas de
primeiro estadio, que depois de nove a dez dias dado origem as ninfas de segundo
estadio, passando estas para ninfas de terceiro estadio apos sete a oito dias. As
ninfas de terceiro estaddio passam 11 a 12 dias para se transformar em adultos
(Figura 3). Além disso, esta espécie representa um risco maior de dano a cultura de
palma forrageira por ter uma alta taxa de infestacéo, representada por dois tipos de
reproducdo, a partenogénese telitoca e a anfigonia, em que nascem machos e

fémeas (Figura 4).

Figura 4. Ciclo bioldgico de D. echinocacti (Adaptado de: ARRUDA FILHO e
ARRUDA, 2002).
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Quadro 1. Classificacdo taxondmica da cochonilha de escamas

Classe Insecta

Ordem Hemiptera

Subordem Sternorrhyncha

Superfamilia Coccoidea

Familia Diaspididae

Subfamilia Diaspidinae

Tribo Diaspidini

Género Diaspis

Nome cientifico Diaspis echinocacti (Bouch, 1833)

Sinonimia D. calyptroides; D. cacti; D. opuntia;
Aspidiotus echinocacti

Denominagé&o vulgar Cochonilha da palma, piolho da palma e mofo
da palma

ARRUDA FILHO E ARRUDA, 2002.

Figura 5. D. echinocacti (A) macho e (B) fémea (ARRUDA FILHO e ARRUDA, 2002)

As principais formas de disseminag¢do de D. echinocacti ocorrem atraves de
animais que transportam as cochonilhas para regifes nao infestadas; do homem, no
momento da colheita e transporte de raquetes infestadas; do vento; e do transporte
feito pelo préprio predador, ja que em um estudo de Lima e Gama (2001), foram
observadas, por meio de microscopios-estereoscopicos, ninfas de cochonilhas pelo
corpo dos predadores, coledpteros conhecidos como joaninhas. As primeiras
informacdes sobre as cochonilhas da palma datam de 1900, no Rio de Janeiro
(HEMPEL, 1900).

O controle desta praga se da, principalmente pelo manejo integrado, com

énfase no controle biolégico. S&o conhecidos diversos inimigos naturais da
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cochonilha de escama, tendo destaque espécies de vespas (parasitoides) e de
coledpteros (predadores) (Quadro2).

Quadro 2 . Principais predadores e parasitoides de D. echinocacti

Coccidophilus citricola (Coleoptera, Plagiomerus cyaneus (Hymenoptera,
Coccinellidae) - joaninha preta pequena. (Encyrtidae) vespinha.

Chilocorus nigrita (Coleoptera, Coccinellidae) Prospaltella aurantii (Hymenoptera,
- joaninha preta grande. Aphelinidae) vespinha.

Zagreus bimaculosus (Coleoptera,

Coccinellidae) - joaninha alaranjada e preta.
Pentilia egena (Coleoptera, Coccinellidae)
joaninha preta.

Pentilia sp. (Coleoptera, Coccinellidae) -
joaninha marrom.

Zagloba beautimonti (Coleoptera,
Coccinellidae) - joaninha cinzenta.

Zagloba sp. (Coleoptera, Coccinellidae) -
joaninha cinzenta.

Calloeneis sp. (Coleoptera, Coccinellidae) -
joaninha marrom.

SANTOS et al., 2006

2.3 Ecologia Quimica, Inseticidas e Manejo Integrad o de Pragas

Os inseticidas quimicos descobertos durante a segunda guerra mundial, se
tornaram grande arma no controle de pragas, por sua efetividade. Contudo, com o
uso indiscriminado destes agentes quimicos, surgiram alguns efeitos adversos,
como: o ressurgimento de pragas chave devido aos efeitos diretos nas populacoes
de inimigos naturais, a elevagdo ao status de praga chave, pragas até entdo de
importadncia secundaria, resisténcia aos inseticidas, residuos nos alimentos,
problemas ambientais advindos da persisténcia dos produtos no solo, agua, a
bioacumulac&o, dentre outros (BOARETTO E BRANDAO, 2000).

O controle de pragas, quando realizado por um método quimico, que consiste
no uso de inseticidas, sendo utilizado extensamente, ndo é recomendado, pois pode
ocasionar a morte de inimigos naturais, que Sao essenciais ao controle biolégico de
pragas, e também a selecdo de individuos resistentes aos agentes quimicos
utilizados (BRITO et al.,, 2008). Além disso, a grande utilizagcdo desses produtos
guimicos, particularmente, na palma, gera um acumulo de residuos que podem ser
toxicos para o animal que se alimenta desta forrageira e, consequentemente, para o

homem que faz uso de seus derivados, como leite, queijos e carnes.
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Um meio de diminuir a populacéo de insetos praga, de forma eficiente e sem
os efeitos colaterais causados pelos inseticidas sintéticos, € com a utilizacdo de
produtos naturais, extraidos de plantas, devido a algumas caracteristicas benéficas
relativas a seletividade e baixa toxicidade para o homem, animais e meio ambiente
(BRITO et al., 2008).

Outra alternativa, que vem sendo amplamente empregada é o Manejo
Integrado de Pragas (MIP), que € um meio de controle de pragas, em que se busca
um controle natural, com a preservacédo e o incremento de fatores de mortalidade
natural do inseto-praga, através do uso de técnicas que visam manter o nimero de

pragas abaixo do nivel de dano econémico (figura 5).

Figura 6. Relacao inseto x planta que caracteriza inseto praga. Adaptado de Zanetti

et al. (2009).
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As pesquisas relacionadas a mecanismos de defesa de plantas eram, em sua
maioria, até meados de 1980, baseadas em interagdes bitroficas. Na ultima década,
tem sido crescente o niumero de estudos com interacdes tritroficas, que avalia o
papel de predadores e parasitoides (inimigos naturais), revelando a importancia
dessa interacao, para a defesa da planta (SINGER E STIREMAN, 2005).

As plantas possuem defesas diretas naturais que servem de protecdo ao
ataque de herbivoros. Elas podem ser defesas constitutivas, expressas por
caracteristicas fisicas e alguns metabdlitos secundarios liberados pelas plantas; e as
defesas podem ser induzidas, quando s6 se tornam evidentes apos o ataque de um
herbivoro (AGRAWAL, 2007).
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A producdo de compostos organicos volateis, como defesa induzida de
plantas, serve como indicadores para 0s inimigos naturais de herbivoros, atuando
como uma defesa indireta da planta (MOONEY et al. 2012). Apés o ataque de
herbivoros, as plantas podem liberar uma complexa variedade de compostos
volateis de seus tecidos vegetativos (BALDWIN et al. 2002).

Nesse sentido € de extrema importancia a identificagdo de COVs que estao
associados a defesa induzida da planta. A utilizacdo desses COVs em ensaios
comportamentais pode auxiliar no estudo de maneira eficaz para o Manejo Integrado
de Pragas.

Ernst Haeckel definiu em sua publicacdo em 1866 (STILING, 1996) a Ecologia
Quimica como sendo o estudo de substancias quimicas mediadoras de interacoes
entre organismos. Quando se trata da interacdo entre plantas e insetos, os estudos
cientificos iniciaram no final do século XVIII. As interacbes tréficas sdo relacdes
diretamente relacionadas a cadeia alimentar dos organismos envolvidos, entre essas

interacdes incluem: herbivoria, predacéo e parasitismo (TRIGO et al. 2012).

2.4 INIMIGOS NATURAIS DAS COCHONILHAS - Zagreus bimaculosus
(Coleoptera: Coccinellidae) (Mulsant, 1850) e  Chilochorus nigrita (Coleoptera:
Coccinellidae) (Fabricius, 1798)

Segundo Guerreiro (2004), a familia Coccinellidae é uma das maiores familias
da ordem Coleoptera, incluindo mais de 5000 espécies, apresentando caracteristica
predadora na fase larval e adulta. Também enfatizou que, apesar de ser um grupo
de insetos bem estudado na Europa, América do Norte e Asia, pouco se sabe sobre
as espécies que ocorrem no Brasil e sua importancia como reguladores em
ambiente naturais ou em agroecossistemas, atuando como inimigos naturais de
pragas. Dessa forma, estudos que envolvam os coccinelideos sdo sempre bem
vindos, principalmente se estes estiverem relacionados com os predadores de
pragas importantes que ocorrem em agroecossistemas brasileiros (COSTA LIMA,
1943).

A espécie Zagreus bimaculosus (Mulsant, 1850) € um inseto da ordem
Coleoptera, pertencente a Coccinellidae. Tanto Z. bimaculosus, como 0s outros
membros desta familia, sdo conhecidos popularmente como joaninhas. Além disso,

membros dessa familia de insetos também s&do conhecidos por serem inimigos
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naturais de uma diversidade de pragas, incluindo pulgbes, moscas brancas e
cochonilhas (GUERREIRO, 2004).

O coccinelideo Z. bimaculosus (Figura 7) tem sido encontrado em areas de
palma forrageira infestada tanto por D. echinocacti, como por D. opuntiae, e tem
recebido atencdo especial, em diversos estudos, como promissor agente bioldgico
nativo das cochonilhas da palma (BRITO et al. 2008). E possivel encontrar na
literatura trabalhos contendo o ciclo de vida do inseto, os requerimentos alimentares
e as exigéncias térmicas deste coledptero (SILVA e BARBOSA, 1984; CASTRO,
2011).

Estudos sobre a biologia de Z. bimaculosus (SILVA e BARBOSA, 1984)
afirmaram que o periodo do ovo até a emergéncia deste inseto compreende em
média 26 dias, passando pelas fases de ovo, larva, pupa e adulto, definindo a

holometabolia (Figura 8).

Figura 7. Adulto de Zagreus bimaculosus alimentando-se de D. echinocacti em

raquete de palma miuda. Foto: Mariana Oliveira.

Foto: Mariana Oliveira




Figura 8. Larvas dos 4° e
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5° instar de Z. bimaculosus alimentando-se de D.

echinocacti em raquete de palma mituda. Foto: Mariana Oliveira

O dimorfismo sexual de Z. bimaculosus pode ser identificado facilmente com

adultos, segundo critérios estabelecidos por Corréa (2008) que descreve a distingdo

entre machos e fémeas:

“Macho: Abdébmen com seis esternitos visiveis, o primeiro
com linha pés-coxal formando um  semicirculo
incompleto, terminando proxima a base; segundo, terceiro
e quarto esternitos, de comprimento semelhante,
levemente arqueados e laterais pouco alargadas; quinto
esternito com margem posterior fortemente emarginada;
sexto esternito curto, margem posterior levemente
emarginada; cerdas longas nos dois Ultimos esternitos.
Fémea: Abdbmen com cinco esternitos visiveis, o
quinto subtriangular, com base ligeiramente arqueada e
margem posterior arredondada” (Figura 9).
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Figura 9. Diferencas morfolégicas no abdémen de Zagreus bimaculosus. A) macho
e B) fémea. Fonte: CORREA (2008).

Outra espécie importante para o controle biologico de pragas é Chilochorus
nigrita (Fabricius, 1798) (Coleoptera: Coccinellidae) (Figura 10). Alguns trabalhos
realizados em diversas partes do globo ja relataram a utilizacdo desta espécie para
o controle bioldgico de pragas, principalmente em diaspidideos, esses trabalhos
enfocam a biologia e o valor econémico da C. nigrita, assim como sua ecologia e
potencial para controle biologico (HUANG et al., 1998; NINKOVIC et al., 2001,
OMKAR, 2003; PONSONBY e COPLAND, 2007; PONSONBY, 2009).

Figura 10. Adultos de C. nigrita alimentando-se de D. echinocacti em palma mitda.

Foto: Mariana Oliveira
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A biologia dessa espécie € semelhante a de Z. bimaculosus, sendo o

dimorfismo sexual descrito na literatura por Samways e Tate (1984), que relataram
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gue nos machos, particularmente nos insetos mais velhos, as areas laterais do
guarto e sétimo esternito sdo escuras, no entanto, manchas semelhantes estéo
ausentes em fémeas. O oitavo esternito € fracamente ondulado na extremidade dos
machos e é arredondado nas fémeas, similar a Z. bimaculosus. Em um estudo
realizado por Erichsen et al. (1991) foi verificado que as fémeas possuem uma
longevidade maior, em seu estudo em campo a proporgdo sexual (macho: fémea)
variou de 1:1.44 a 1:3.55.

De acordo com Parra et al. (2008), o conhecimento da biologia de insetos é

fundamental para proceder estudos de estratégias de manejo integrado de pragas.

2.5 INTERACOES ENTRE ORGANISMOS

Stiling (1996) classificou as interacdes entre 0os organismos em: interacdes
simbidticas, que incluem o mutualismo e o comensalismo, interagfes de competicdo
e interacdes troficas, que incluem a herbivoria, a predacao e o parasitismo.

Os seres vivos tém a capacidade de se relacionarem entre si e com 0 meio
em que se encontram, promovendo uma troca de nutrientes por meio das interacdes
troficas, que também sdo chamadas de cadeia alimentar (AGUIAR-MENEZES e
MENEZES, 2005). As interacdes tréficas, especialmente a herbivoria e a predacgéo,
sdo de extrema importancia na natureza, principalmente quando se tornam
desarmoénicas, alterando o equilibrio natural das populacdes de seres existentes em
um determinado ecossistema.

De acordo com Oliveira et al. (2012), os ecossistemas sdo compostos por,
pelo menos, trés niveis troficos que interagem entre si: plantas, herbivoros e
inimigos naturais, que sdo conhecidos como relacdes tritréficas. Os estudos de
interagBes tritréficas entre plantas, seus herbivoros e 0s inimigos naturais
(predadores e parasitoides) destes herbivoros, tém tido grandes avancos nos
ultimos 30 anos (RODRIGUEZ-SAONA, 2012). Alguns fatores podem influenciar as
interacOes tritroficas, como o efeito direto da planta sobre a biologia ou
comportamento do inimigo natural, devido a substancias quimicas ou caracteristicas
morfolégicas presentes na planta e, também, do efeito da planta sobre a praga que
pode alterar o comportamento, o desenvolvimento e o tamanho, o que,
indiretamente, também afeta a populacdo dos inimigos naturais (SILVA, 2006;

SANTOS et al., 2011). As plantas e os insetos sdo interdependentes, principalmente
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no que diz respeito a busca de alimentos e reproducdo, assim como polinizacao
(NASCIMENTO 2011).

Essas interacfes sdo mediadas, principalmente, por compostos quimicos,
provenientes de metabolismo secundario, liberados e percebidos pelos diferentes
organismos. E estes podem ser divididos em aleloguimicos e feromonios. Os
aleloguimicos atuam de forma interespecifica, enquanto os feromoénios atuam
intraespecificamente. Os aleloguimicos sdo de maior interesse nas relacbes
tritroficas entre inimigos naturais, herbivoros e plantas. Estes compostos foram
colocados em trés classes: aloménios, que conferem uma vantagem adaptativa ao
organismo produtor; cairomdnios, que confere uma vantagem adaptativa ao
organismo receptor e; sinomoénios, que favorece tanto o receptor como 0 emissor
(TRIGO et al. 2012).

Esses compostos, que sao também conhecidos como Compostos Organicos
Volateis (COVs), ocorrem em quantidades variaveis nas plantas e também nos
insetos, que podem ser influenciadas de acordo com os diferentes estagios de vida
das plantas e dos insetos, segundo a localizacdo, grau, tempo e tipo da injuria
(CAVALCANTI et al., 2000). De acordo com NASCIMENTO (2011) estes compostos
organicos secundarios de plantas podem atrair predadores e/ou repelir herbivoros e,
assim, servir como meio de resisténcia de plantas, sendo liberados ndo somente em
resposta aos danos causados aos tecidos das plantas, mas ela é também,
especificamente, iniciada pela exposicdo as secre¢Oes salivares dos herbivoros
induzida pela alimentac&o do inseto, sendo uma resposta mediada por um hormonio
na planta, o acido jasménico, e que, na maioria das vezes, relacionam-se a defesa
do vegetal (MORAES et al., 2000).

De acordo com Lima et al. (2013), diferentes cultivares ou variedades de
plantas podem apresentar variagdes na composicdo dos compostos secundarios
relacionados a sua defesa e dos volateis liberados ap6s a herbivoria. Assim,
parasitoides e predadores, principalmente os especialistas, podem identificar estas
diferencas na qualidade das plantas consumidas por seus hospedeiros e escolher
agueles com melhores condi¢des para o desenvolvimento da sua descendéncia.

A identificacdo e manipulacdo dos COVs que medeiam relagbes entre
plantas, herbivoros e inimigos naturais oferecem diversas oportunidades para o
desenvolvimento de estratégias de controle de pragas que sejam menos agressivas

ao meio ambiente. A utilizacdo de volateis de plantas no manejo integrado de pragas
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€ uma estratégia adicional e ecologicamente sustentavel no controle de pragas
(LIMA et al. 2013).

2.6 TECNICAS DE EXTRACAO E IDENTIFICACAO DE SEMIOQU iMICOS

Existe uma grande variedade de métodos e técnicas para extrair e identificar
feromdnios. A metodologia mais apropriada vai depender, fundamentalmente, do
tipo de material em estudo e da disponibilidade de equipamentos adequados
(MENDONGA, 2009).

Os compostos organicos volateis de plantas e insetos sdo produzidos em
quantidades muito pequenas, 0 que pode gerar dificuldades na extragcdo e
identificacdo, porém as técnicas empregadas para extracdo de feromonios de
insetos podem ser adaptadas de acordo com essa necessidade, duas das técnicas
mais utilizadas sdo extracao por solvente e aeracao (ZARBIN et al., 2001).

A extracao por solvente é feita quando ha o contato do solvente com a
amostra. Os compostos sollveis no solvente empregado sao distribuidos entre a
matriz da amostra e o solvente extrator. A eficiéncia da extracdo depende das
interacbes quimicas entre 0s compostos e 0 solvente utilizado em relacdo a
solubilidade no tecido(FERREIRA E CORREIA; 2001). A imersdo dos insetos ou
partes do corpo, ou ainda a glandula, em solvente pode ser feita mantendo o
material bioldgico imerso por 5 minutos, e apés pode ser realizada uma filtracéo e
remocao de residuos com sulfato de sédio (NA,SO,), seguida de concentracdo
subsequente (ZARBIN et al; 2001).

O processo de aeracdo € realizado ao passar um fluxo de ar filtrado e
umidificado pela amostra e 0os compostos volateis sdo adsorvidos em polimeros
adsorventes, como o Porapak Q, Super Q, Tenax e Carvdo Ativado. A dessorcéo
dos COVs pode ser feita utilizando o solvente que melhor se adeque a amostra e ao
adsorvente (ZARBIN et al; 2001).

Os semioquimicos sao identificados por meio de técnicas analiticas de alta
sensibilidade como a cromatografia gasosa, que pode ser acoplada a detector de
ilonizacao de chamas ou ao espectro de massas.

Para identificagdo de semioquimicos a espectrometria de massas €
amplamente empregada. Apenas uma pequena quantidade de material € requerida

para a analise, sendo que as informacdes obtidas sdo fundamentais para a



29

determinacao estrutural da molécula. O fato do equipamento utilizado estar acoplado
a um cromatografo a gas (CG-EM) faz com que os espectros adquiridos sejam
referentes a compostos quimicamente puros (ZARBIN et al; 1999).

Pode-se também utilizar um sistema mais especifico, como o Detector
Eletroantenogréafico (EAG), em que a antena do inseto é utilizada como elemento
sensitivo (detector biol6gico) que pode ser utilizado para confirmar atividades
bioldgicas, que ja foram observadas em bioensaios comportamentais, e, se acoplado
ao CG, pode apontar a substancia responsavel por essa atividade. Essa técnica
passou a ser amplamente utilizada para realizagdo dos ensaios biologicos. Quando
0 EAG é utilizado isoladamente, sem um método de separagédo, como por exemplo a
cromatografia gasosa (CG), ndo apresenta grandes vantagens pois ndo é possivel
especificar quais os componentes estdo afetando o comportamento biolégico do
inseto e além disso pode-se ndo detectar um possivel componente minoritario do
feromonio, porém quanto utilizado o EAG, acoplado ao CG pode-se determinar com
total precisdo, qual composto tem o potencial para funcionar como semioquimico
(MENDONGA, 2009).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
Determinar 0os semioquimicos envolvidos na interacdo entre os géneros de
palma forrageira, cochonilha de escama e seus predadores, Z. bimaculosus e C.

nigrita.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Identificar os componentes volateis liberados por machos e fémeas de Z.
bimaculosus e C. nigrita, pelo emprego de técnicas de Cromatografia Gasosa
acoplada a Eletroantenografia (CG-EAG) e Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massas (EM);

* Auvaliar a atividade dos extratos dos insetos em bioensaios de laboratorio;

» Identificar, através das técnicas de Cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (EM) os constituintes volateis das dez variedades
de palma forrageira estudadas, sem infestacdo e apds a infestacdo por D.
echinicacti;

* Avaliar as atividades dos extratos obtidos das plantas sobre os predadores, Z.
bimaculosus e C. nigrita, por meio de bioensaios comportamentais;

* Realizar identificacagdo dos compostos das plantas que se mostraram ativas
nos bioensaios, com Z. bimaculosus;

» Identificar os compostos volateis de uma variedade resistente a D. echinocacti
(Rio Grande do Norte) e de uma susceptivel & mesma cochonilha (Palma

midda).



31

4 MATERIAL E METODOS
4.1COLETA E PLANTIO DOS CLADODIOS

Em 23 de abril de 2012 foram coletados cladddios das dez variedades de
palma mais cultivadas em Alagoas, na Estacdo Experimental da Emater/AL, Unidade
Santana do Ipanema (Latitude: 09° 22' 42" S, Longitude: 37° 14' 43" W), que possui
uma area de 184 hectares. As variedades foram selecionadas porque eram as
variedades mais plantadas no Estado de Alagoas.

As variedades foram:
1- Orelha de Elefante Mexicana —Opuntia stricta (haw) haw
2- Melancia- Nopalea cochenillifera
3- Orelha de Elefante Africana —Opuntia undulata griffiths
4- Palma miuda —Nopalea cochenillifera
5- Negro Michoacan F7 —Nopalea cochenillifera
6- Blanca Michoacan F8 —Nopalea cochenillifera
7- Blanca San Piedro F24 —Nopalea cochenillifera
8- CV Rio Grande do Norte - Opuntia ficus indica
9- Alagoas —Nopalea cochenillifera
10-Tamazunchale V12 —Nopalea cochenillifera

A metodologia de plantio foi seguida de acordo com Amorim (2011). Apos a
coleta, os cladddios foram deixados a sombra, por um periodo de sete dias, para
que houvesse a cicatrizagdo. Com os cladddios cicatrizados, foram plantados em
vasos com medida de 34 cm de diametro e 29 cm de altura, realizando 4 plantios
para cada variedade (quatro repeticdes). Para o plantio foi colocado nos vasos o
solo do Centro de Ciéncias Agrarias (CECA), da Universidade Federal de Alagoas,
retirado do mesmo local onde foi feito o plantio por Amorim (2011). Apés trés meses
as plantas ja possuiam novos cladddios e estes foram submetidos a aeracéao e a

infestacao.

4.2INFESTAQAO DAS PALMAS
Os cladddios cicatrizados foram submetidos a infestacdo através da
preparacdo de um “sanduiche” (figura 11) em que as raquetes sadias ficavam entre
raquetes infestadas com D. echinocacti por um periodo de trés semanas, periodo
esse em que foi verificada em laboratério que houve uma infestacdo, sendo o

padrao de infestacdo apresentado diferente para cada variedade.
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Figura 11. Infestac@o de palma forrageira a partir de raquetes j& infestadas por D.
echinocacti, através da preparacao de “sanduiches”. Foto: Mariana Oliveira

! Foté: Mariana Oliveira

4.3COLETA DOS PREDADORES Zagreus bimaculosus E Chilocorus
nigrita E CRIACAO EM LABORATORIO

Os insetos predadores foram coletados entre 9:00h e 14:00h, periodo de
maior atividade das espécies estudadas, em diversos periodos do ano, em fazendas
dos municipios de Major Isidoro, Olho d’Agua das Flores, Batalha e Santana do
Ipanema. Foram Identificados pela Professora Dra. Iracilda Maria de Moura Lima, do
Instituto de Ciéncias Biologicas e da Saude (ICBS) da Universidade Federal de
Alagoas, baseando-se em caracteristicas morfolégicas. As espécies utilizadas foram
Zagreus bimaculosus (Mulsant) (Coleoptera: Coccinelidae) e Chilochorus nigrita
(Fabricius, 1798) (Coleoptera: Coccinellidae).

As joaninhas foram separadas de acordo com o sexo e dez casais colocados
em caixas (50cm x 20 cm x 10cm), cobertas por tela antiafidica e deixadas no
insetario do Laboratério de Pesquisa em Recursos Naturais do Instituto de Quimica
e Biotecnologia da UFAL, com palma forrageira infestada com D. echinocacti a uma
temperatura média de 25°C + 2 e 75% * 10 de UR. Dessa forma os insetos foram
mantidos em laboratoério e a criacdo iniciada. Os ovos foram separados, até que as
larvas eclodissem, que eram entdo colocadas em novas caixas contendo
cochonilhas. Na sequéncia do ciclo biolégico foram obtidos pupas e depois o0s
adultos, e o ciclo era reiniciado, repetindo o processo.
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4.4MONTAGEM E ATIVACAO DO ADSORVENTE
O Porapak Q® (60/80 mesh, 0.06g, Supelco) foi adicionado no tubo de vidro
(figura 12), com dimensdes de 10 cm de comprimento e 0,5 cm de diametro interno,
entre duas pequenas camadas de |a de vidro desativada, e colocado para limpeza,
antes do uso. A limpeza foi feita com passagens de 2 mL de n-Hexano grau HPLC,
bidestilado em laboratorio, mesmo solvente utilizado nas eluicdes dos COVs, e apds
0 processo, o tubo de vidro foi colocado no forno préprio para limpeza, com fluxo

continuo de nitrogénio gasoso, por 2 horas a uma temperatura de 132°C.

Figura 12. Tubo de vidro com Porapak Q® antes da limpeza. Foto: Mariana Oliveira.
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Foto: Mariana Oliveira

4.5AERACAO

Plantas — O Cladodio (4 repetices para cada variedade, sadia e infestada) foi
envolvido pelo saco de aeracédo (Figura 13) (100% poliéster, Qualita, 27cm x 41cm),
sendo deixados dois orificios, um para introducdo da mangueira de PTFE/Teflon®
(Politetrafluoretileno), que vai encaminhar ar para dentro do saco de aeracao, depois
de passar pelo carvao ativado; e o outro orificio € para encaixar o tubo de Porapak
Q®, e conectado a ele uma mangueira de succao de ar. Para plantas, o fluxo de
entrada de ar utilizado foi de 400 mL/min, e o fluxo de saida de ar foi de 350 mL/min
gue foi verificado através da instalacdo de um fluxémetro em cada mangueira. O
tempo de coleta foi de 24 horas, estabelecido apdés uma avaliacdo prévia em
laboratério. Para a dessorcdo dos COVs foi utilizado o hexano grau HPLC

bidestilado em laboratorio.
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Figura 13. Saco de polietileno contendo cladddio de palma forrageira no LPgRN
para aeracdo. Foto: Mariana Oliveira

Insetos — Para aeracdo dos predadores, foram utilizados adultos de
Chilocorus nigrita e Zagreus bimaculosus que permaneceram 12 horas em jejum. A
aeracéao de insetos foi realizada em tubos de vidro (35 cm de comprimento, 3 cm de
diametro interno) (figura 14), utilizando 40 insetos por aeragdo, separados por sexo.
Do mesmo modo que na aeracao de plantas, havia uma entrada de ar e uma saida,
gue estava conectada a um tubo de Porapak Q®. Nesse caso, o fluxo de ar utilizado
foi de 400 mL/min para entrada e 200 mL/min para saida. O tempo de coleta foi de
24 horas, conforme estabelecido previamente em laboratério. Para a dessorcdo dos
COVs foi utilizado 700 L de hexano grau HPLC bidestilado em laboratério.

Tanto para os extratos das plantas, como para os extratos de insetos foram
obtidas 4 repeticbes, sendo preparado um “pool” para 0s bioensaios
comportamentais com 100 yL de cada repeticao, totalizando 400 pL de extrato. Ja
para as analises em CG, os extratos, com todas as repeti¢des, foram concentrados

para 100 uL. A concentracgéo foi feita com fluxo de nitrogénio gasoso.
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Figura 14. Processo de aeragdo de Chilocorus nigrita, utilizando as camaras de

vidro com 40 insetos por camara, separados por sexo. Foto: Mariana Oliveira

Foto: Mariana Oliveira

4.6 BIOENSAIOS COMPORTAMENTAIS

Os bioensaios comportamentais foram realizados no Laboratério de Recursos
Naturais do Instituto de Quimica e Biotecnologia, em sala climatizada mantida 75,0 +
10,0% UR, temperatura de aproximadamente 25,0 + 1,0 °C, entre o periodo de 9:00
e 14:00h, periodo este de maior atividade dos insetos, conforme observado em
campo.

Foi utilizado um olfatbmetro constituido de um tubo de vidro bifurcado, em
formato de Y, com dimensdes de 15 cm em cada braco e 2,5 cm de diametro, que
foi colocado em cima de uma mesa e conectado a ele, duas mangueiras, uma em
cada braco. As mangueiras estavam ligadas a bomba de ar, com o tubo de carvao
ativado e umidificador passando, para purificagdo do ar que entrava no tubo Y
(figura 15). A luminaria foi projetada para a juncédo dos bracos do Y. O fluxo de ar
utilizado foi de 200 mL/min em cada braco, medido através de um fluxémetro
conectado a entrada de ar (HARRIS e FOSTER, 1995). A cada teste foram
colocados nos bracos dois quadrados de papel de filtro (1cm?) (Whatman®, Grau 1),
em um braco o papel de filtro continha 10 pL dos extratos a serem testados; no outro
braco, o papel de filtro foi embebido com 10 uL do solvente utilizado na preparacao
dos extratos, o hexano grau HPLC bidestilado em laboratério. No inicio do tubo Y foi
colocado o inseto a ser testado, e o fluxo foi ligado. Foram utilizados no minimo 20
repeticdes, 20 insetos machos e 20 insetos fémeas, das duas espécies, para cada
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tratamento (10 variedades, sadias e infestadas com D. echinocacti). O tempo de
corte para este teste foi de 10 minutos, sendo considerada como resposta positiva,
guando o inseto chegava até a fonte de COVs permanecendo por pelo menos 20
segundos, resposta negativa quando o inseto chegava até a fonte de solvente e
permanecia pelo mesmo tempo, e sem resposta quando o inseto permanecia parado
pelos 10 minutos. Nesse caso, o inseto foi descartado e o experimento foi repetido
com outro inseto. ApGs cada bioensaio, o olfatbmetro foi lavado com acetona (93%),
hexano destilado em laborat6rio e agua destilada, e secos em estufa a 170°C por 1

hora.

Figura 15. Olfatbmetro em Y utilizado nos ensaios comportamentais com 0s

predadores C. nigrita e Z. bimaculosus. Foto: Mariana Oliveira.

4.7 ANALISE ESTATISTICA
O teste estatistico utilizado foi o qui-quadrado, que € um teste néo
parameétrico e que avalia uma associacdo existente entre duas variaveis, de forma
qualitativa. Como o principio de método € comparar proporgdes, € um teste que tem

sido utilizado em trabalhos na analise de ensaios comportamentais em tubo Y
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(LUVIZOTTO et al. 2010; PENAFLOR, 2006; PRESTES e CUNHA, 2012). Os
Individuos que ndo escolheram nenhum dos bracos foram excluidos da andlise
estatistica. As analises foram realizadas utilizando-se o software GENES (CRUZ
2013).

4.8 CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A
ELETROANTENOGRAFIA

Para identificar os compostos eletrofisiologicamente ativos dos extratos foi
utilizada a Cromatografia Gasosa acoplada a Eletroantenografia — CG-EAG. Uma
aliquota de 3 pL dos extratos obtidos na aeracgdo foi injetada em um cromatografo a
gas acoplado ao detector por ionizacdo de chamas (DIC) modelo Shimadzu QP-
2010, operado no modo “split”, contendo coluna capilar RTX-5 (30m x 0,25mm X
0,25 ym) (RESTEK Chromatografhy Products), onde o efluente da coluna foi dividido
em duas linhas, uma levou ao detector DIC e a outra ao EAG. As condi¢Oes de
operacdo do equipamento de CG foi a mesma descrita anteriormente para CG-EM.
As antenas foram cortadas dos insetos na base da antena (Figura 16), sem que
fosse necessario adormecé-los, uma antena foi inserida em um contraeletrodo,
preenchido com solucdo salina e a ponta do flagelo da antena foi inserida no
eletrodo de trabalho. Os sinais foram passados através de um amplificador de alta
impedancia (IDAC4, Syntech 2004, Hilversum, The Netherlands). As saidas do
amplificador de EAG e o DIC foram monitorizados simultaneamente e analisados
usando o pacote de software Autopike, Syntech 2008. Os picos resultantes da
corrida no CG foram considerados ativos quando apresentaram atividade no EAG
em trés ou mais corridas. SO foram analisadas por CG-EAG as amostras que

apresentaram significativa atividade no bioensaio em alfatbmetro em Y.

Figura 16. Cabeca de Z. bimaculosus macho com antenas conectadas ao eletrodo
do eletroantendgrafo, utilizando solucéo fisiolégica 0,9% como transmissor elétrico.
Foto: Nadia Jelvez
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Foto: Nadia jelvez

4.9 ANALISE DOS COVS NO CG-DIC E CG-EM
4.9.1 Analise por cromatografia Gasosa (CG)

Para as analises por cromatografia gasosa, os extratos das aeracdes das
plantas e insetos, que inicialmente tinham um volume aproximado de 500 pL, foram
concentrados a 100 pL, para visualizagdo dos picos nos cromatogramas. Aliquotas
de 3pL dos extratos foram injetados em Cromatdgrafo Gasoso com Detector de
lonizacdo em Chamas (CG/DIC), QP2010 plus (Shimadzu), usando coluna RTX-1
(30 m, 0,25 mm de diametro interno; 0,25 um diametro do filme; Restek) e nitrogénio
como gas de arraste. Utilizou-se para analise dos extratos, uma programacéo cuja
temperatura inicial do forno era de 50 °C com uma velocidade de aquecimento de
9°C/min até 250 °C, com modo de injecdo “splitless” e injetor e detector DIC
operando com temperaturas de 200 e 280°C, respectivamente, o tempo total de

andlise foi de 56 minutos.

4.9.2 Analise por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas
(CG/EM)

Utilizando como parametro os resultados obtidos das analises por CG-DIC,
foram realizadas analises em um Cromatégrafo Gasoso acoplado a um
Espectrometro de Massas (CG/EM), QP2010 plus (Shimadzu), com ionizagédo por
impacto eletrénico de 70eV, utilizando-se coluna RTX-5 (30 m, 0,25 mm de diametro
do filme; Shimadzu) usando Hélio como gas de arraste. As analises dos extratos de

aeracdo das plantas e insetos foram efetuadas com uma programacdo, em que a
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temperatura inicial do forno de 50 °C com uma velocidade de aquecimento de
6°C/min até 250 °C, modo de injecdo “splitless”, com injetor e detector EM com

temperatura de 250 °C e 280 °C, respectivamente.
4.9.3 Identificacdo dos compostos

Os compostos presentes nos extratos das plantas e insetos foram
identificados pelo estudo comparativo dos espectros de massas da biblioteca
NISTO08, NIST08S e WINLEY229 e pelo calculo do indice de retencéo (indice de
Kovats) com a base de dados disponivel em www.pherobase.com.

Para calcular o indice de retencao foi realizada uma injecdo com uma série
homéloga de n-alcanos (Sigma-Aldrich C;-Cy40), sendo os dados aplicados na

férmula abaixo, que foi inserida numa planilha do excel.

TR, — TRca

KI =100 [Y Z—Y)X —m8M8M ——
¥+ =) o TR,

]

Y = carbono anterior

Z = carbono posterior

TRa = Tempo de Retengdo da Amostra em Analise

TRca = Tempo de Retencdo do Carbono Anterior do Alcano

TRcp = Tempo de Retencdo do Carbono Posterior do Alcano
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

51 RELAQAO INSETO X INSETO
5.1.1 Bioensaios com os COVs de machos e fémeas de Zagreus bimaculosus

Com os extratos de machos e fémeas de Z. bimaculosus foram realizados
testes comportamentais em olfatbmetro em Y para avaliar a atratividade de machos
e fémeas sobre insetos de mesmo sexo e de sexos opostos (Tabela 1). Os ensaios
evidenciaram que houve atratividade pelos extratos de ambos 0s sexos, testando
machos de Z. bimaculosus, enquanto as fémeas s6 foram atraidas pelo extrato de

fémeas da espécie.

Tabela 1. Atratividade média da escolha na olfatometria em Y, utilizando Hexano
como controle e o extrato de machos e fémeas de Z. bimaculosus, testando machos
e fémeas de Zagreus bimaculosus, n=20.

Extrato testado Insetos Machos (%) Insetos Fémeas (%)
Extrato Hexano Extrato Hexano
Machos de Z. bimaculosus 80* 20 50 n.s 45
Fémeas de Z. bimaculosus 75* 25 70* 30

*Significativo estatisticamente ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste do qui-quadrado.

5.1.2 Bioensaios com os COVs de machos e fémeas de Chilocorus nigrita

Através dos bioensaios realizados com a espécie de joaninha C. nigrita, foi
verificado que houve atracdo de machos e fémeas de C. nigrita pelo extrato de
insetos machos de C. nigrita. Ja quando testado o extrato de fémeas de C. nigrita,
nem machos, nem fémeas foram atraidos de forma estatisticamente significativa
(Tabela 2).

Tabela 2. Atratividade média da escolha na olfatometria em Y, utilizando Hexano
como controle e o extrato de machos e fémeas de C. nigrita, testando machos e
fémeas de C. nigrita, n=20.

Extrato testado Insetos Machos (%) Insetos Fémeas (%)
Extrato Hexano Extrato Hexano
Machos de C. nigrita 80* 20 81~ 19
Fémeas de C. nigrita 55 n.s 45 60 n.s 40

*Significativo estatisticamente ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste do qui-quadrado.

Os resultados obtidos com ambas as espécies de joaninhas evidenciam,

primariamente que a comunicacado quimica, tanto em Z. bimaculosus, como em C.
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nigrita, € mediada por feromdénio. Com Z. bimaculosus, ambos os sexos foram
atraidos pelo extrato da fémea, jA os machos conseguiram atrair machos na
olfatometria em Y. O fato de o extrato de fémea ter atraido ambos os sexos, pode
indicar a presenca de feroménio de agregacao liberado por fémeas (AMBROGI,
VIDAL e ZARBIN, 2009). Os machos de Z. bimaculosus néo exerceram atratividade
sobre fémeas, mas sua atratividade sobre machos exclui a possibilidade de
liberacdo de feromoénio sexual, mas os machos podem liberar compostos que
servem como pistas quimicas, para encontrar locais para acasalamento e
alimentacao (AMBROGI, 2009).

Diferentemente dos resultados obtidos com Z. bimaculosus, os bioensaios
comportamentais com C. nigrita demonstram que os machos da espécie liberam
ferombnio de agregacédo, responsavel pela atracdo de machos e fémeas, como
ocorre com grande parte dos feromoénios de agregacdo de curculionideos descritos
na literatura (BARTELT, 1999; BEAUHAIRE et al. 1995, BLIGHT et al. 1984, BLIGHT
e WADHAMS, 1987; HICK et al. 1999).

5.1.3 Andlises eletrofisiolégicas com extratos de machos e fémeas de Zagreus
bimaculosus

Antenas de machos e fémeas de Z. bimaculosus foram testadas em ensaios
eletrofisioldgicos frente a extratos de machos e fémeas de Z. bimaculosus como
fonte de odor. Os resultados dos testes estdo dispostos nas figuras 16, 18, 21 e 24.
Os compostos identificados tiveram seus indices de retengdo calculados,
comparados com a literatura e confirmados pela presenca de fragmentos
caracteristicos em espectros de massas.

Dois compostos do extrato de machos de Z. bimaculosus determinaram uma
atividade eletrofisiolégica em antenas de machos (Figura 16). Os tempos de
retencdo (TR) dos compostos foram 18.129 min e 19.016 min, e através do célculo
do indice de retencéo, foram identificados como sendo o 4-etil-1-dodeceno, Kl 1160,
(KHORASHEH et al., 1989) e o 2,4-Nonadienal, Kl 1214, (PARKER et al. 2000). O
2,4-Nonadienal teve seu padrao de fragmentacdo definido, de acordo com seu
espectro de massas (Figura 18).
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Figura 17 . Resposta eletrofisiologica de machos de Z. bimaculosus aos extratos de
machos co-especificos, , n=5.
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Figura 18. Espectro de Massas e fragmentagdes do 2,4-Nonadienal.
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As antenas de machos também responderam eletrofisiologicamente ao
extrato de fémeas de Z. bimaculosus (Figura 19). Dois compostos, com tempos de
retencdo 18.168 min e 18.466 min, desencadearam resposta, e através do calculo
do indice de retencdo, foram identificados como 1,3,5-Undecatrieno, Kl 1180,
(PRIESTAP et al. 2003) e 1-Dodeceno, KI 1192 (KOHL et al. 2001). Os padrdes de
fragmentacao no espectro de massas para o 1,3,5-undecatrieno (Figura 19) e para o

1-Dodeceno (Figura 20) foram definidos.

Figura 19. Resposta eletrofisiologica de machos de Z. bimaculosus aos extratos de

fémeas co-especificas, , n=5.
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Figura 20. Espectro de Massas e fragmentac¢des do 1,3,5-undecatrieno.
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Figura 21. Espectro de Massas e fragmentac¢des do 1-Dodeceno
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Antenas de fémeas exibiram respostas eletrofisiolégicas para quatro
compostos do extrato de machos de Z. bimaculosus (Figura 21). Os compostos
foram identificados de acordo com os indices de retengdo como 1-Octen-3-ol, KI
1049 (ONG e ACREE, 1999); 4-etil-1-dodeceno, KI 1160 KHORASHEH et al.,
1989); 2,4-Nonadienal, Kl 1214 (PARKER et al. 2000) e 3,7-dimetil-2,6-octadienal,
Kl 1382, (HOGNADOTTIR e ROUSEFF, 2003) com tempos de retencdo de 14.635
min, 17,654 min, 19.016 min e 22.912 min, respectivamente. Os padrbes de
fragmentacdo para o 1-Octen-3-ol (Figura 22), 4-etil-1-dodeceno, 2,4-Nonadienal
(Figura 18) e 3,7-dimetil-2,6-octadienal (Figura 24) foram estabelecidos com base

€m Sseus espectros de massas

Figura 22. Resposta eletrofisioldgica de machos de Z. bimaculosus aos extratos de
fémeas co-especificas, , n=5.
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Figura 23 . Espectro de Massas e fragmentagdes do 1-Octen-3-ol
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Figura 24. Espectro de Massas e fragmentacgdes do 3,7-dimetil-2,6-octadienal
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Quando as antenas de fémeas de Z. bimaculosus foram testadas com extrato
de fémeas de Z. bimaculosus (Figura 25), foi possivel perceber respostas
eletrofisiolégicas com quatro compostos presentes no extrato, identificados como
decanal, KI 964 (ENGEL et al. 2002); Tridecano, Kl 1050 (HOLLDOBLER et al.
2004), Pentadecano, Kl 1216 (CHUNG et al. 1993) e Farnesol, Kl 1352 (APEL et al.
2004), através do célculo do indice de retencdo, possuindo tempos de retencéo de
10,718 min; 14,647 min; 19,061 min e 22,245 min, respectivamente. As
fragmentacdes do decanal (Figura 26), do tridecano (Figura 27), do pentadecano
(Figura 28) e do farnesol (Figura 29) foram obtidas a partir de seus espectros de

massas.

Figura 25. Resposta eletrofisiolégica de fémeas de Z. bimaculosus aos extratos de
fémeas co-especificas, , n=5.
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Figura 26. Espectro de Massas e fragmentagcdes do Decanal.
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Figura 27. Espectro de Massas e fragmentagdes do Tridecano.
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Figura 28. Espectro de Massas e fragmentagdes do Pentadecano.
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Figura 29. Espectro de Massas e fragmentacfes do Farnesol.
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Os resultados dos testes eletrofisiolégicos realizados com as antenas de
machos e fémeas de Z. bimaculosus corroboram com os resultados obtidos com os
bioensaios comportamentais e evidenciam a possibilidade de fémeas liberarem

feromonios de agregacao.
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5.1.4 Analise de CG-EM dos extratos de machos e fémeas de Zagreus bimaculosus

e Chilocorus nigrita

Foram analisados os extratos de Zagreus bimaculosus e Chilocorus nigrita,
coletados por aeracdo dos insetos pelo periodo de 24 horas, utilizando como
adsorvente o Porapak®. Os compostos diferenciais e mais abundantes nos extratos
de machos e fémeas foram identificados através de CG-EM e indice de retencéo e

estao dispostos nas figuras 30, 31, 32 e 33 e nas tabelas 3 e 4.

Tabela 3. Compostos Organicos Volateis Liberados por Zagreus bimaculosus
machos e fémeas.

Zagreus bimaculosus PM Kl TR Zagreus bimaculosus PM Kl TR
Macho Fémea

2 2-metil-hexanal 114 887 6.085 7 Decanal 156 964 10.919

3 Octanal 128 920 7.370 8 2-dodeceno 168 1004 13.331

5 Decano 142 942 8.205 12 Tridecano 184 1050 14.285

6 2-nonenal 140 952 8.580 15 Pentadecano 212 1216 19.061

9 1-Decanol 158 1023 12.630 16 Farnesol 222 1352 22.245

10 2-propil-1- 158 1038 12.820 21 Hexadecano 226 1812 33.010
Heptanol

11 Dodecano 170 1043 12.990 22 Hexadecanal 240 1823 33.240

14 4-etil-1- 196 1160 18.005 25 Geranil Linalol 290 1869 34.220
dodeceno

17 4,6-dimetil- 198 1214 19.016 27 Docosano 310 2106 38.985
dodecano

23 Tetradecano 198 1834  33.490 28 Hexacosano 366 2188 40.470

26 Tritetracontano 605 1952  35.940 29 Heptacosano 380 2217 41.000

30 Nonacosano 408 2248 41.550

31 Hexatriacontano 506 2269 41.930

32 Tetratetracontano 619 2509 46.005
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Figura 30. Cromatogramas representativos das analises dos extratos de machos e fémeas de Zagreus bimaculosus por CG-EM.
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O farnesol foi relatado como feroménio de coleodpteros, da familia Elateridae
por Téth et al. (2003), porém emitidos por insetos machos, enquanto que em Z.
bimaculosus, o farnesol, foi identificado no extrato de aeracéo de fémeas. O aldeido
decanal tem sido reportado na literatura como feromdnio de agregacdo de
coledpteros, como € o caso do trabalho de Martins (2013) que identificou, dentre
outros compostos, o decanal em extratos cuticulares de Oryzophagus oryzae, outra
espécie de curculionideo. Os hidrocarbonetos sao bastante frequentes como
componentes feromonais de coleopteros, principalmente quando estudados os
extratos cuticulares, porém aparecem com frequéncia em extratos de aeragbes de
coledpteros, inclusive o tridecano e o pentadecano que foram descritos por Soto et
al. (2011) e Martins et al. (2013). O dodeceno e derivados metilados, como o 4-etil-1-
dodeceno, tem sido obtidos de plantas e insetos de algumas ordens, como
Lepidoptera e Diptera (FARINE et al. 1996), mas ndo em Zagreus bimaculosus ou

outros membros da familia.

Como mencionado, também foram realizados o0s bioensaios
comportamentais, as aeracdes e andlises em GC-EM com a espécie C. nigrita,

porém a analise em GC-EAG ndo foi realizada.

Tabela 4. Compostos Orgéanicos Volateis Liberados por Chilocorus nigrita machos.

Chilocorus nigrita Macho PM Kl TR
2 2-etil-1-hexanol 130 1045 12.020
3 Nonanal 142 1072 12.975
4 3,7-dimetil-1-octanol 158 1077 13.150
5 5-metil-undecano 170 1091 13.645
6 4,8-dimetil-1-nonanol 172 1110 14.280
7 3,7-dimetil- undecano 184 1112 14.360
8 Tridecano 184 1117 14.520
10 4,6-dimetil-dodecano 198 1197 17.145
11 Tetradecano 198 1266 19.240
12 Hexadecano 226 1278 19.590
13 Geranil Linalol 290 1288 19.885
14 Docosano 310 1304 20.370
16 Octacosano 394 1446 24.260
21 1-Heptacosanol 396 1811 33.000

22 Esqualeno 410 1823 33.240
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Figura 32. Cromatogramas representativos das analises dos extratos de machos e fémeas de Chilocorus nigrita por CG-EM
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Figura 33. Cromatograma representativo apresentando os picos que diferenciam os machos (para baixo) das fémeas (para cima).
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Karlson e Luscher (1959) definiram feroménio como uma substancia
secretada por um individuo para o exterior e percebida por outro individuo da
mesma espécie provocando um comportamento definido ou um processo de
desenvolvimento fisiolégico definido. Existem varias vantagens da utilizacdo de
ferombnios como instrumento de controle, como, facilidade de utilizag&o,
especificidade, carater ndo poluente e compatibilidade com outros métodos de
controle.

Através do processo de aeracao dos insetos, foi possivel realizar a coleta de
todos 0s compostos organicos volateis liberados pelos insetos, inclusive feroménios.
A maioria dos feromoénios liberados por Joaninhas sdo produzidos por machos e,
normalmente atraem ambos o0s sexos (BARTELT, 1999). No caso do Z.
bimaculosus, houve a emissdo de compostos tanto exclusivamente por machos,
guanto exclusivamente por fémeas. Ja em C. nigrita, a analise por CG-EM mostrou a
presenca de compostos organicos volateis, diferencialmente emitidos por machos,
principalmente compostos da classe dos hidrocarbonetos, alcoois e aldeidos, e em
ambos os casos também foram verificados as classes quimicas hidrocarbonetos,
alcoois e aldeidos, classes essas que estdo associadas a feromoénios de coledpteros
(TORTO et al. 1996). O esqualeno, triterpeno que foi identificado através do CG-EM
em extratos de machos de C. nigrita tem sido relatado em estudos como tendo uma
importante funcdo em interacdes tritroficas, e entre essas fun¢des encontra-se a
atracdo de insetos de uma mesma espécie, com a finalidade de agregacéo
(DUTTON et al., 2002). Ja os alcoois, que ambas as espécies liberaram, como o 1-
etil-hexanol, 3,7-dimetil-octanol, 1-heptacosanol, 1-decanol, 2-propil-1-heptanol e o
farnesol, sdo compostos comumente relatados em trabalhos com coledpteros e,
apesar da coleta ter sido feita por aeracdo, sdo tidos como componentes cuticulares
de insetos, estando relacionados também com a composicdo feromonal de
feromoénios de agregacdo de muitas espécies da ordem Coleoptera (BLOMQUIST et
al., 1972; DAPPORTO et al. 2013; CHIBNALL et al. 1934).
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5.2 RELAQAO ENTRE PLANTAS SADIAS E INFESTADAS COM Zagreus
bimaculosus E Chilocorus nigrita

5.2.1 Bioensaios com os COVs das plantas sadias

Com os COVs obtidos das plantas sadias e apo0s a infestacdo com a
cochonilha de escama, ensaios comportamentais em olfatbmetro tipo Y foram
realizados. Os resultados dos bioensaios com os COVs das diferentes variedades
de palma antes da infestacdo encontram-se nas tabela 5 e 6.

Antes da infestacdo apenas duas variedades apresentaram atratividade para
as fémeas de Z. bimaculosus, a palma miuda e a Alagoas; e duas variedades para

machos de Z. bimaculosus, a palma miuda e a Tamazunchale.

Tabela 5. Numero de machos e fémeas de Z. bimaculosus atraidos pelos extratos
de palma forrageiras sadias e pelo tratamento controle (hexano), n=20.

Variedade Insetos Machos (%) Insetos Fémeas (%)
Extrato Hexano Extrato Hexano

01 - Orelha de Elefante 65n.s 35 65n.s 35
Mexicana

02 — Melancia 40n.s 60 60n.s 40
03 — Orelha de Elefante 50n.s 50 55n.s 45
Africana

04 — Palma miuda 75% 25 75* 25
05 — Negro Michoacan 55n.s 45 65n.s 35
06 — Blanca Michoacan 45 n.s 55 45n.s 55
07 —Blanca San Piedro 65n.s 35 45n.s 55
08 —Rio Grande do Norte 45n.s 55 50n.s 50
09 —Alagoas 60n.s 40 75* 25
10 —Tamazunchale 75* 25 65n.s 35

*Significativo estatisticamente ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste do qui-quadrado.

Ja quando foi submetida aos bioensaios comportamentais a espécie C.
nigrita, verifica-se que apenas os COVs das variedades 5 (Negro michoacan) e 6
(Blanca michoacan) atrairam os insetos machos da joaninha Chilocorus nigrita.
Enquanto as variedades 4 (Palma miuda) e 9 (Alagoas) atrairam os insetos fémeas
da joaninha. Esses resultados evidenciam a diferenca existente entre as variedades

em relacdo a emissdo de compostos volateis.
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Tabela 6. Numero de machos e fémeas de Chilocorus nigrita atraidos pelos
extratos de 10 variedades de palma forrageiras sadias e pelo tratamento
controle (hexano), n=20.

Variedade Insetos Machos (%) Insetos Fémeas (%)
Extrato Hexano Extrato Hexano

01 - Orelha de Elefante 65n.s 35 65n.s 35
Mexicana

02 — Melancia 40n.s 60 60n.s 40
03 — Orelha de Elefante 50n.s 50 55n.s 45
Africana

04 — Palma miuda 55n.s 45 75* 25
05 — Negro Michoacan 75* 25 65n.s 35
06 — Blanca Michoacan 75% 25 45n.s 55
07 —Blanca San Piedro 65n.s 35 45n.s 55
08 —Rio Grande do Norte 45n.s 55 50n.s 50
09 —-Alagoas 60n.s 40 75* 25
10 —Tamazunchale 45n.s 55 65n.s 35

*Significativo estatisticamente ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste do qui-quadrado.

5.2.2 Bioensaios com os COVs das plantas infestadas

Com os COVs das plantas infestadas também foram realizados testes
comportamentais (Tabelas 7 e 8), a atracdo observada tanto para machos, quanto
para fémeas foram significativamente maior que quando comparado ao teste com

plantas sem infestacdo em ambas as espécies de joaninhas.

Os testes realizados com a espécie Z. bimaculosus mostrou que houve uma
atratividade dos machos por sete variedades de palma apos a infestacédo (melancia,
palma miuda, negro michoacan, blanca michoacan, blanca san piedro e alagoas), ja
as fémeas foram atraidas por seis variedades infestadas (melancia, palma miuda,

negro michoacan, blanca michoacan, alagoas e tamazunchale).
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Tabela 7. Resultado quantitativo da escolha na olfatometria em Y, utilizando Hexano
como controle e o extrato das 10 variedades apés a infestacdo, testando machos e

fémeas de Zagreus bimaculosus, n=20.

Variedade Insertos Machos (%)
Extrato Hexano

01 - Orelha Mexicana 65n.s 35
02 — Melancia 75,7* 24,3
03 — Orelha de Elefante 56,25n.s. 43,75
Africana
04 — Palma miuda 84*. 16
05 — Negro Michoacan 75* 25
06 — Blanca Michoacan 78* 22
07 —Blanca San Piedro 76* 24
08 —Rio Grande do Norte 56 n.s 44
09 —Alagoas 78* 22
10 - Tamazunchale 73* 27

Insetos Fémeas (%)

Extrato
65n.s.
75*
60n.s.

85*
74%
70*
63n.s.
60n.s
75*%
85*

Hexano
35
25
40

15
26
30
37
40
25
15

*Significativo estatisticamente ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste do qui-quadrado.

Com a espécie C. nigrita, entre os machos, apenas quatro variedades nao

mostraram valores significativos, inclusive duas espécies de palma do género

Opuntia (a Orelha de Elefante Africana e a Rio Grande do Norte). E este género é

considerado resistente a cochonilha em escama pela literatura. Ja entre as fémeas,

trés variedades ndo apresentaram resposta de atragdo, e duas delas (Orelha

Mexicana e Orelha de elefante africana) sdo do género Opuntia.

Tabela 8. Resultado quantitativo da escolha na olfatometria em Y, utilizando Hexano
como controle e o extrato das 10 variedades apos a infestacéo, testando machos e

fémeas de Chilocorus nigrita, n=20.

Variedade Insetos Machos (%)
Extrato Hexano

01 - Orelha Mexicana 75*% 25
02 — Melancia 73,7* 26,3
03 — Orelha de Elefante 56,25n.s. 43,75
Africana
04 — Palma miuda 66,66n.s. 33,34
05 — Negro Michoacan 73,3* 26,7
06 — Blanca Michoacan 79*% 21
07 —Blanca San Piedro 62,5n.s. 37,5
08 —Rio Grande do Norte 60 n.s 40
09 —Alagoas 80* 20
10 - Tamazunchale 73* 27

Insetos Fémeas (%)

Extrato
65n.s.
65n.s.
60n.s.

85+
70*
75+
76
76*
74
88**

Hexano
35
35
40

15
30
25
24
24
26
12

*Significativo estatisticamente ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste do qui-quadrado.

Os resultados obtidos com o0s bioensaios comportamentais mostraram que 0s

inimigos naturais de D. echinocacti estudados, demonstraram uma preferéncia aos

COVs de plantas infestadas ao invés de plantas sem infestacdo, demonstrando uma

evidéncia que a comunicagao entre 0s inimigos naturais e as plantas sdo mediadas
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pelos COVs liberados ap0s o processo de herbivoria por D. echinocacti. O fato de as
duas espécies de inimigos naturais estudadas serem atraidas por COVs de plantas
infestadas por D. echinocacti sugere que os possiveis compostos liberados podem
servir de sinalizadores para alimentacéo dessas espécies de joaninhas, sendo util no
controle biologico da praga D. echinocacti.

As plantas liberam uma gama de compostos organicos volateis que auxiliam
na localizacéo de insetos pragas. Os compostos volateis produzidos e liberados por
plantas apdés a herbivoria tem sido relatado na literatura, inclusive no que diz
respeito a interacdo desses volateis em interacfes tritroficas, desempenhando
importante papel para a comunidade de inimigos naturais, e isso pode ser avaliado
tanto em bioensaios comportamentais, como em testes eletrofisiolégicos (DICKE e
LOON, 2000), como foi o caso do presente estudo. Esses bioensaios
comportamentais servem de embasamento para proceder aos testes
eletrofisiol6gicos, que podem confirmar os resultados evidenciados pelo

comportamento dos insetos em estudo.

5.2.3 Cromatografia Gasosa Acoplada a Eletroantenografia na Interacdo planta x

Zagreus bimaculosus

Os testes eletrofisiolégicos foram realizados com machos e fémeas de Z.
bimaculosus, frente aos extratos da variedade Alagoas, antes do processo de
infestacé@o e apos a infestacdo. A avaliacdo por CG-EAG foi baseada nos bioensaios
comportamentais, sendo possivel apenas a realizagcdo com a variedade Alagoas,
ficando as demais variedades que apresentaram resultados comportamentais
satisfatorios (melancia, palma midda e tamazunchale) para posterior avaliacdo em
CG-EAG. Os compostos identificados tiveram seus indices de retencéo calculados,
comparados com a literatura e confirmados pela fragmentacdo dos espectros de
massas.

Quando as antenas de Z. bimaculosus de fémeas foram testadas com o
extrato da variedade alagoas infestada (Figura 34), foi possivel perceber respostas
eletrofisiol6gicas com trés compostos do extrato, identificados como 2,6,11-trimetil-
dodecano, KI 1034 (KING et al., 1995); Tetradecanal, Kl 1183 (DE MARQUES et al.,
2000) e eicosano, Kl 1482, (PEPPARD et al., 1992), através do calculo do indice de
retencdo, possuindo tempos de retencdo de 11,710; 15,003 e 25,110,
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respectivamente. Os fragmentos do 2,6,11-trimetil-dodecano (Figura 35), do
tetradecanal (Figura 36) e do Eicosano (Figura 37) foram obtidos através de analise

dos seus espectros de massas.

Figura 34. Eletroanterograma representativo das respostasde feméas de Z.

bimaculosus ao extrato da variedade Alagoas de palma forrageira infestada, n=5.
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Figura 35. Espectro de Massas e fragmentac¢des do 2,6,11-Trimetil-dodecano.
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Figura 36. Espectro de Massas e fragmentacdes do Tetradecanal.

57
1004

43

48

50

29

Qe

26

110

124

138

152

1468

194
184

10 20 30 40 50 40 70 &0 %0 100 110 120 130 140 150 140 170 180 190 200 210 220

Y N N T NN

tetradecanal

0]

MM=212

o+

o/\/
Férmula Quimica: C3HsO

Massa: 57,03
o+

o)

Férmula Quimica: C,H;0
Massa: 43,02




66

Figura 37. Espectro de Massas e fragmentacdes do Eicosano
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Quando as antenas de Z. bimaculosus de machos foram testadas com o
extrato da variedade alagoas infestada (Figura 38), foi possivel perceber respostas
eletrofisioldgicas com trés compostos do extrato, identificados como 2,6,11-trimetil-
dodecano, KI 1034 (KING et al., 1995); Tetradecanal, Kl 1183 (DE MARQUES et al.,
2000), 2-heptenal, Kl 1348 (LE GUEN et al., 2000) e Eicosano, Kl 1482 (PEPPARD
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et al., 1992), através do calculo do indice de retencdo, possuindo tempos de
retencdo de 11,712 min; 15,013 min, 17.661 min e 25,314 min, respectivamente. Os
fragmentos de massas do 2,7,10-trimetil-dodecano (Figura 35), do tetradecanal
(Figura 36), 2-heptenal (Figura 39) e do Eicosano (Figura 37) foram obtidos a partir

de seus espectros de massas.

Figura 38. Eletroantenograma apresentando as respostas de machos Z.
bimaculosus ao extrato da variedade Alagoas de palma forrageira infestada, n-5.
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5.3 RELACAO ENTRE PLANTAS SADIAS E INFESTADAS

Além da diferenca desse perfil de compostos organicos volateis entre as
variedades de palma, foi verificado também qual seria a diferenca na emissao de
COVs pela planta antes e apés a infestacdo com a cochonilha de escama. Os COVs
das variedades estudadas foram analisados por CG-EM antes e apo0s a infestacao.
Cada variedade foi comparada separadamente. Dessa forma foi possivel identificar
0os COVs que apareceram ou que foram suprimidos depois da infestacdo. Abaixo
encontram-se as tabelas com os compostos identificados, por espectrometria de
massas, com seus respectivos tempos de retencdo e indice de retencao.
Encontram-se dispostos também, os cromatogramas que representam 0S picos

diferenciais e os espectros de massas dos compostos.

Nas figuras 39 e 40 e tabela 9 encontram-se os cromatogramas da variedade
melancia, antes e apos a infestacdo, o cromatograma diferencial de compostos e 0s

compostos identificados, respectivamente.
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Figura 40. Cromatogramas apresentando os compostos presentes nos extratos de palma forrageira, variedade melancia sadia (preto)

e infestada por D. echinocacti (rosa).
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Tabela 9. Compostos Organicos Volateis Presentes na Variedade 2 (Melancia) apos

a infestacdo com D. echinocacti.

Melancia Depois da Infestacdo PM Kl TR
1 2,4-dimetil-Pentanal 114 904 6.765
2 Acido 4-Hexenoico 114 913 7.090
3 2,2-dimetil-1-Pentanol 116 942 8.215
4 Octanal 128 967 9.135
5 Citronelol 156 1032 11.545
6 Decanal 156 1118 14.535
7 2-butil-1-octanol 186 1557  27.120
8 6-metil-tridecano 199 1573  27.520
9 1-Hexacoseno 364 1761  31.885
10 1-Heptacosanol 396 1767  32.030

Os cromatogramas da variedade Orelha de elefante africana antes e apdés a
infestacdo com D. echinocacti estdo dispostos na figura 42, ja o cromatograma dos
compostos diferenciais estdo na figura 43 e os compostos identificados, na tabela
10.
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Figura 42. Cromatogramas obtidos em CG-EM da variedade orelha de elefante africana sadia (preto) e infestada por D. echinocacti

(rosa).
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Tabela 10. Compostos Organicos Volateis Presentes na Variedade 3 (Orelha de

Elefante Africana) apds a infestacdo com D. echinocacti

Orelha Africana Depois da Infestacao PM Kl TR

1 Octanal 128 894 6.375
3 Citronelol 156 942 8.210
4 Decanal 156 967 9.135
5 1-decanol 158 1032 11.530
6 2,7-dimetil-1-Octanol 158 1118 14.530
7 5-metil-2-Undeceno 168 1130 14.920
8 6-metil-tridecano 198 1557 27.120
9 1-Hexacoseno 364 1573 27.515
14 1-Heptacosanol 396 1997 36.850

Os cromatogramas da variedade palma miuda, antes e ap0s a infestacdo com
D. echinocacti, o cromatograma diferencial e os compostos identificados estéo

dispostos nas figuras 44 e 45 e tabela 11, respectivamente.



Figura 44. Cromatogramas obtidos em CG-EM da variedade palma miuda sadia (preto) e infestada por D. echinocacti (rosa).
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Figura 45. Cromatograma CG-EM diferencial (antes da infestacéo x depois da infestagédo) da variedade 04 (Palma miuda)

(x10.000.000)

D-U-f et

_10_;123 : 6 10 11

201

301

L N L L L L L B L IO B SO

15 10.0 125 150 173 200 23 250 215 00 324 350 34 400 425

430

74



75

Tabela 11. Compostos Orgéanicos Volateis Presentes na Variedade 4 (Palma miuda)

apos a infestacdo com D. echinocacti.

Palma miuda Depois da Infestacé@o PM
1 2,2-dimetil-1,3-Propanodiol 102
2 2,2-dimetil-1-Pentanol 116
3 Octano 130
5 Acido Propanoico 74
6 Nonanal 142
10 1-Decanol 158
11 7,11-Hexadecadien-1-ol 238

Kl
892
901
911

1572
1760
1807
1997

TR
6.290
6.650
7.010

27.495
31.880
32.920
36.840

Nas figuras 46 e 47 estdo os cromatogramas da variedade negro michoacan

antes e apos a infestacdo e o cromatograma diferencial dos compostos, ja a tabela 12

traz os compostos identificados.
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Figura 46. Cromatogramas obtidos em CG-EM da variedade Negro michoacan sadia (preto) e infestada por D. echinocacti (rosa).
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Figura 47. Cromatograma CG-EM diferencial (antes da infestacéo x depois da infestacdo) da variedade 05 (Negro Michoacan).
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Tabela 12. Compostos Organicos Volateis Presentes na Variedade 5 (Negro

Michoacan) ap0s a infestacdo com D. echinocacti.

Negro Michoacan Depois da Infestacao PM Kl TR
1 Octanal 128 941 8.150
2 2,7-dimetil-1-octanol 158 962 8.945
3 1-decanol 158 965 9.080
4 Dodecano 170 1031 11.505
5 Acido 4-hexenoico 114 1558 27.130
6 Acido heptanoico 130 1574  27.530
7 2-Hexadecen-1-ol 240 1762 31.910
8 Hexadecanal 240 1768 32.060
9 1-octadeceno 252 1781 32.340
10 9-eicosino 278 1788 32.495
11 1-eicosanol 298 1808 32.925
12 1-Hexacoseno 364 1997 36.840

Os cromatogramas da variedade blanca michoacan estao dispostos nas figuras
48 e 49 e os compostos identificados encontram-se na tabela 13.



Figura 48 . Cromatogramas obtidos em CG-EM da variedade blanca michoacan sadia (preto) e infestada por D. echinocacti (rosa).
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Tabela 13. Compostos Organicos Volateis Presentes na Variedade 6 (Blanca
Michoacan) apos a infestacdo com D. echinocacti.

Blanca Michoacan Depois da Infestacéo PM Kl TR
1 Octadecanal 268 1097 13.85
8 1-eicosanol 298 1600 28.175
13 1-hexacoseno 364 1997 36.845

Os cromatogramas das figuras 50 e 51 correspondem a variedade Blanca san

Piedro, e na tabela 14 constam os compostos identificados.
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Figura 50. Cromatogramas obtidos em CG-EM da variedade blanca san piedro sadia (preto) e infestada por D. echinocacti (rosa).
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Figura 51. Cromatograma CG-EM diferencial (antes da infestacdo x depois da infestacdo) da variedade 07 (Blanca San Piedro).
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Tabela 14. Compostos Organicos Volateis Presentes na Variedade 7 (Blanca San

Piedro) apos a infestacdo com D. echinocacti.

Blanca San Piedro Depois da Infestacéo PM
1 D-Limoneno 136
2 Citronelol 156
5 Decanal 156
6 2-butil-1-octanol 186
7 7-Heptadeceno 238
8 2-Hexadecen-1-ol 240
9 1-hexadecanol 242
11 9-octadeceno 252
12 1-Octadeceno 252
13 9-octadecenal 266
14 9-Eicoseno 278
15 1-Eicosanol 298
16 Acido 9-Octadecenoico 282

Kl
944
966

1433

1487

1559

1575

1600

1634

1762

1769

1781

1788

1807

TR
8.265
9.095

23.915
25.355
27.155
27.555
28.180
28.975
31.915
32.070
32.350
32.505
32.920
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Nas figuras 52 e 53 encontram-se os cromatogramas da variedade rio grande do

norte, e os compostos identificados estéo dispostos na tabela 15.



Figura 52. Cromatogramas obtidos em CG-EM da variedade rio grande do norte sadia (preto) e infestada por D. echinocacti (rosa).
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Tabela 15. Compostos Organicos Volateis Presentes na Variedade 8 (Rio Grande do
Norte) apos a infestacdo com D. echinocacti.

Rio Grande de Norte Depois da Infestacdo PM Kl TR

3 Nonanal 142 967 9.150
4 Citronelol 156 993 10.150
5 3,7-dimetildecano 170 1033 11.595
11 Tetradecanal 212 1482 25.220
13 5,6-dipropil-decano 224 1555  27.060
14 2,6-dimetil-tetradecano 226 1571  27.455
17 2,6,10-trimetil-tetradecano 240 1633  28.965
20 Geranil linalol 290 1758 31.825
32 1-hexacosanol 382 2524  46.235

Os cromatogramas da variedade Alagoas antes e apds a infestagdo estdo
dispostos na figura 54, ja o cromatograma de diferencial encontra-se na figura 55 e os

compostos identificados estao listados na tabela 16.



Figura 54. Cromatogramas obtidos em CG-EM da variedade alagoas sadia (preto) e infestada por D. echinocacti (rosa).
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Tabela 16. Compostos Organicos Volateis Presentes na Variedade 9 (Alagoas) apds a
infestacdo com D. echinocacti.

Alagoas Depois da Infestacéo PM Kl TR

1 2-etil-hexanol 130 909 6.940
5 3,7-dimetil-1,3,6-Octatrieno 136 944 8.275

6 Nonanal 142 984 9.810

7 Geraniol 154 1034 11.615
8 Decanal 156 1046 12.025
11 4-metil-decanol 172 1121 14.655
16 Farnesol 222 1555 27.060
21 2,6,10-trimetil-Tetradecano 240 1758 31.835
22 Hexadecanal 240 1764 31.970
23 2-Hexadecanol 242 1795 32.660
25 3-Heptadecanol 256 1832 33.440
28 Nonadecano 266 1938 35.650
29 Octadecanal 268 1950 35.890
32 1-octadecanol 270 2040 37.695
38 Esqualeno 410 2332 43.035
40 Tetratriacontano 478 2526 46.270

Os cromatogramas das figuras 56 e 57 correspondem a variedade
tamazunchale, ja os compostos identificados desta variedade estdo na tabela 17.
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Figura 56. Cromatogramas obtidos em CG-EM da variedade tamazunchale sadia (preto) e infestada por D. echinocacti (rosa).
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Tabela 17. Compostos Organicos Volateis Presentes na Variedade 10 (Tamazunchale)
apos a infestacdo com D. echinocacti.

Tamazunchale Apés a Infestagdo PM Kl TR
2 D-limoneno 136 966 9.110
3 3,4-dimetil-1-Deceno 168 993 10.160
4 2,3,5,8-tetrametil-decano 198 998 10.340
6 2,7,10-trimetil-dodecano 212 1034 11.610
8 Tetradecanal 212 1183 16.690
11 2,6,11-trimetil-dodecano 212 1359 21.895
13 Eicosano 282 1482 25.215
14 2,6,10,15-tetrametil-heptadecano 296 1508 25.900
16 1-Eicosanol 298 1634 28.975
18 9-Tricoseno 322 1751 31.660
19 Tricosano 324 1806 32.900
20 Pentacosano 352 1878 34.415
21 Heptacosano 380 1950 35.895
22 Esqualeno 410 2021 37.325
23 Tetratriacontano 478 2095 38.775
28 Tritetracontano 605 2526 46.265

Quando o herbivoro inicia seu ataque, as plantas sdo capazes de produzir e
liberar compostos organicos volateis capazes de atrair inimigos naturais (ZHANG et al.
2009). Os volateis de plantas sédo derivados de complexos processos bioquimicos e
alguns destes compostos parecem ser comuns a diferentes espécies de plantas. No
entanto, existem também compostos que séo especificos da espécie, e sao induzidos
por sinais especificos de herbivoros (HALITSCHKE et al. 2001). Compostos Organicos
Volateis de plantas incluem alcoois de seis carbonos, monoterpenos, sesquiterpenos e
compostos derivados de rota do acido chiquimico (TURLINGS et al. 1998, FERRY et al.
2004).

A diferenca no perfil de compostos organicos volateis liberados pelas diferentes
variedades de palma forrageira estudadas, tanto antes, como apos a infestacéo,
demonstra que essa diferenca de producdo e emissdo de volateis pode estar
relacionada a atracdo ou repeléncia de insetos-praga. Todas as variedades estudadas
apresentaram novos volateis apos a infestacdo. Muitos desses COVs, como, octanal,
geranil linalol, linalol, nonanal, decanal e esqualeno, presentes em algumas variedades
de palmas apoés a infestagcdo, sdo volateis induzidos apos o ataque de herbivoros na
agricultura, responsaveis pela atracdo de predadores generalistas de diferentes ordens
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taxon0micas em diferentes culturas, como observado por PINTO-ZEVALLOS et. al.

(2013) em culturas de algodao e macga..

Os COVs liberados por plantas a partir do ataque de herbivoros séo
provenientes de diversas vias biossintéticas e apresentam uma diversa variabilidade
gue depende, segundo alguns trabalhos, de diversos fatores, como, espécie da planta,
cultivar (ou variedade) plantada, herbivoro, fase do ciclo de vida do herbivoro, genétipo,
tempo e partes da planta (TAHMASERBI, et. al. 2014; KAPPERS et. al. 2011; MORAES,
et al. 1998; YONEYA et. al. 2009; ARIMURA, et. al. 2008). Isso pode explicar as
diferencas na composicdo qualitativa de COVs das plantas infestadas, bem como a
diferenca obtida nos ensaios comportamentais.

Como alguns volateis tem sua producédo e liberacdo mediadas, também, por
fatores relacionados ao cultivo da planta, como solo, umidade e fotoperiodo, o0s
inimigos naturais tém informacgdes também a respeito do estado fisioldgico da planta,
além das informacdes sobre a presa (GOUINGUENE e TURLINGS, 2002).

Pbdde-se verificar, que além de aldeidos e alcoois, foram emitidos alguns
hidrocarbonetos, lineares e ramificados pelas variedades de palma, como: 1-
hexacoseno, 5-metil-2-undeceno, octano, 9-eicoseno, 3,7-dimetil-decano, nonadecano
e 9-tricoseno. A presenca de alguns hidrocarbonetos lineares e ramificados, em
volateis de plantas estdo relacionados a atracdo para oviposicdo de alguns insetos,
inclusive de duas espécies de joaninhas, a Adalia bipunctata e Coccinella
septempunctata (HEMPTINNE e DIXON, 2000). Alguns desses hidrocarbonetos estao
presentes, inclusive, na superficie dos proprios insetos, o que pode ser importante para
o reconhecimento de companheiros para acasalamento (HEMPTINNE e DIXON, 2000).

O presente estudo evidencia, portanto, que 0s inimigos naturais Z. bimaculosus
e C. nigrita sdo capazes de diferenciar os volateis de plantas quando estdo sob
infestacdo de D. echinocacti e quando estdo sadias. Sdo também capazes de
diferenciar as variedades estudadas, ja que as mesmas apresentaram diferentes perfis
de emissdo de volateis, isso pode ser evidenciado pelos resultados dos bioensaios

comportamentais ja explicitados.
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5.4,RELA(;AO ENTRE DUAS VARIEDADES DE PALMA FORRAGEI RA — PALMA
MIUDA X RIO GRANDE DO NORTE

Todas as dez variedades de palma forrageira estudadas tiveram seus COVs
extraidos pelo método de aeracdo, antes e apés a infestacdo com Diaspis echinocacti e
analisadas no CG-EM. Com os resultados obtidos ja foi possivel perceber que houve
uma diferenca na emissdo de compostos organicos volateis, quando comparados 0s
compostos volateis emitidos antes e ap0s a infestacdo. Entretanto, também foi possivel
verificar uma diferenca na emissdo de compostos organicos volateis entre as
variedades de palma, mesmo quando estdo sob as mesmas condi¢cées, como por

exemplo, sem infestacéo por D. echinocacti.

Dessa forma, foram comparados os cromatogramas de duas variedades de palma
forrageira sadias (figuras 58 e 59), a palma miuda e a rio grande do norte, uma vez que
sdo variedades de duas espécies diferentes, Nopalea cochonilifera e Opuntia ficus-
indica, respectivamente, e 0s compostos identificados, exclusivamente, em cada

variedade estdo na tabela 18.

Tabela 18. Compostos organicos volateis presentes nas variedades palma miada e rio
grande do norte, quando comparados entre si, identificados por CG-EM.

Palma miGda Rio grande do norte
Composto PM Kl TR Composto PM Kl TR

Acido dodecanoico 200 1455 24.460 | Farnesol 222 1256 20.025

2-hexil -1-octanol 242 1525 25.895 |2,6,10-trimetil - 240 1521 25.815
tetradecano

Nonadecano 268 1972 33.945 | 9-octadecen -1-ol 268 1616 27.680

Acido eicosa -5,11,12,14- 296 1999 34.380 | 3-eicoseno 280 1699 29.255

tetraenoico

Docosano 310 2094 35.865 | Acido octadecanoico 284 1829 31.550

Nonacosano 408 2170 37.020 | 2,6,10,15-tetrametil - 296 2106 36.055
heptadecano

Acido nonacosa -10,12,14- 426 2188 37.290 | Heptacosano 380 2401 40.385

trienoico

Tetratriacontano 479 2289 38.745 | 11-metil -esqualeno 424 2518 42.500

Pentatriacontano 492 2407 40.490 | Hexatriacontano 507 2667 46.065
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Figura 58. Cromatogramas sobrepostos das variedades palma milda (preto) e rio grande do norte (rosa) sadias.
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Com a analise em CG-EM pbde-se avaliar que houve compostos emitidos
exclusivamente por cada espécie, apesar de ambas estarem nas mesmas condicfes
antes do processo da coleta dos COVs.

Aos volateis de plantas, diversas funcdes tém sido atribuidas, entre elas a
polinizacdo, protecdo antimicrobiana e protecdo anti-herbivoros (DUDAREVA et. al.
2004). A maior parte dos volateis de plantas é restrita a linhagens especificas, estando
envolvida em interacdes ecoldgicas espécie-espécie, (PICHERSKY et. al. 2006).
Entretanto, diferentes cultivares, ou variedades, de um mesmo género podem
apresentar uma diferente emissédo de volateis, o que gera uma resposta diferenciada
no que diz respeito a atratividade de alguns insetos-praga, podendo ser uma
explicacdo para susceptibilidade e resisténcia de cultivares a diversas pragas agricolas,
0 mesmo ocorre com espécies diferentes (RAGHAVA et. al. 2010). Isso pbde ser
observado ao submeter as duas variedades, palma miuda e rio grande do norte, sob as
mesmas condi¢cdes de infestagdo com D. echinocacti, e um padrdo diferente nessa

infestacao foi observado, como mostra a figura 60.

Figura 60. Padréo de infestagdo com D. echinocacti das variedades palma miada (A) e

rio grande do norte (B). Foto: Mariana Oliveira.
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Quando todas as variedades estudadas foram submetidas a infestagéo, sob
condicdes similares, através da preparacdo de um sanduiche, foi observado um padréo
diferente nessa infestacdo, tendo sido algumas variedades mais infestadas do que
outras, através de uma avaliacdo visual. Essas variedades, quando sadias, tiveram
seus COVs extraidos foram submetidas a bioensaios comportamentais para avaliar a
atracdo de inimigos naturais, apresentando atratividades diferentes, podendo estar
relacionada aos volateis emitidos por cada planta, e quando comparadas duas
espécies diferentes, verificamos que tanto na emissdo de COVs, quanto nos bioensaios

comportamentais, obtivemos diferencas que podem ser relativas a resisténcia e

suscetibilidade dessas duas espécies de palma.

Foram estudadas espécies que a literatura cita como susceptiveis a cochonilha
em escama (espécies do género Nopalea) e espécies consideradas como resistentes a
essa cochonilha (espécies do género Opuntia) (SANTOS et. al. 2006; LIMA e GAMA,
2001).

A diferenca na emisséo de volateis entre as variedades (e espécies) pode estar
associada tanto com a infestacdo, como com a atracao de inimigos naturais, mesmo
antes de uma infestacdo, ja que a concentracdo desses compostos pode aumentar,
depois de uma infestacdo (FROST, et al. 2008).
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7 CONCLUSOES

Tendo em vista os aspectos observados, conclui-se que os predadores Z.
bimaculosus emitem COVs que apresentam respostas eletrofisiolégicas e
comportamentais, podendo esses compostos serem possiveis feromdnios de
agregacao desta espécie. A espécie C. nigrita também emite COVs que parecem estar
associados a feromonios de agregacdo, emitidos por machos e verificado em
bioensaios comportamentais.

Além disso, pode-se verificar que as variedades de palma forrageira estudadas
emitem diferentes COVs quando comparados os extratos antes e apés a infestacao por
D. echinocacti, sugerindo que a infestacdo induz rotas metabdlicas de COVs que
podem estar associados a defesa indireta de plantas e atracdo de inimigos naturais.

Os predadores se mostraram atraidos, através de bioensaios comportamentais,
aos extratos das plantas ap0s o processo de infestagcdo por D. echinocacti,
confirmando essa atracdo por novos COVs produzidos pelas plantas apds a herbivoria.

A comparacao de duas espécies de palma, a N. cochonilifera e a O. ficus-indica
mostrou que ha diferencas na emissdo de COVs, e que esta diferenca pode estar
associada a resisténcia da espécie O. ficus-indica, assim como, a susceptibilidade de a

N. cochonilifera a espécie de cochonilha D. echinocacti.
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