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RESUMO

O Zabrotes subfasciatus (Boh 1833) (Coleoptera: Bruchidae) é conhecido vulgarmente
como caruncho do feijdo sendo uma das principais pragas de graos armazenados. O
controle dessa praga é feito basicamente utilizando-se inseticidas quimicos que s&o
eficientes no controle mas é altamente toxicos ao homem e ao meio ambiente. Na
procura por alternativas de controle menos agressiva, estudamos a ag¢ao dos
infoquimicos no controle do Zabrotes subfasciatus. O estudo comportamental para
esclarecimento de aspectos reprodutivos e da comunicacao intra e interespecificas
foram realizados assim como a identificacdo dos constituintes quimicos presentes nos
extratos de machos e fémeas dessa praga. Foram observada primeiramente a
sequéncia de corte e cépula do Z. subfasciatus o qual resultou em um etograma. Em
seguida foi analisado o comportamento seletivo da fémea em relagdo ao parceiro e as
diferencas das proporcbes sexuais que influiram na diminuicdo do numero de
acasalamentos. Para estudos da comunicacgéo intra e interespecifica, foram realizados
testes olfatbmetricos e eletroantenograficos. Utilizando olfatometria foi confirmado ser
as fémeas as responsaveis pela liberacdo do feromdnio sexual, o qual exerceu
atratividade apenas nos machos. A planta hospedeira néo influenciou na producédo do
feromonio. Extratos obtidos em diclorometano foram mais eficientes na atratividade que
extratos obtidos em hexano, mas ndo mais atrativo que as fémeas vivas. Nos testes
eletroantenograficos apenas os machos responderam de maneira positiva aos
tratamentos; fémeas vivas e extratos de fémeas, fémeas mais feijdo utilizando como o
solvente o diclorometano, reforcando a ideia da fémea ser o sexo liberador do
feromonio. Os extratos de machos e fémeas foram analisados em (CG-EM). Extratos de
fémeas apresentaram maior quantidade e variedade de compostos quimicos que 0s
extratos dos machos. Em extratos de fémeas foram encontrados uma serie homologa
de hidrocarbonetos e compostos oxigenados como; alcoois, acidos carboxilicos |,
ésteres e éteres. Constatou-se que ha diferencas quanto a morfologia das cerdas de
machos e fémeas de Z. subfasciatus. As fémeas apresentam cerdas mais ramificadas e
volumosas enquanto os machos possuem cerdas filiformes.

Palavras-Chave; Zabrotes. Feroménio. Caruncho. Olfatdmetro. Infoquimicos. Feijao



ABSTRACT

The Zabrotes subfasciatus (Boh 1833) (Coleoptera: Bruchidae) is known popularly as
weevil of beans being one of the more important pests of stored grains. The pest control
Is performed basically using efficient chemical insecticides, however, they cause harm to
men, fauna and flora, in the surroundings, being non-specific. In the search for
alternative and less aggressive control, we study the action of infochemicals in the
control of the Zabrotes subfasciatus. The study of reproductive aspects and of the intra-
and interespecific communication had been carried out as well as the identification of
the chemical constituents of the extracts of males and females of Zabrotes subfasciatus.
The sequence of courtship and mating of the Z. subfasciatus had been first observed,
which resulted in an etogram. After that the selective behavior of the female in relation to
the partner and the differences of the sexual reasons that had influenced in the
reduction of the number of mating were analyzed. For studies of the intra and
interspecific communication, the study had been conducted through olfatometric and
electroanthenographic tests. Using olfatometry, it was confirmed that the females are
responsible for the release of the sexual pheromone, which exerted attractiveness only
toward the males. The plant hostess did not influence in the production of the
pheromone. Extracts prepared with dichloromethane had been more efficient in the
attractiveness than hexanic extracts, but were less attractive than the alive females. In
the electroantenography tests only the males had answered in a positive way to the
treatments that consisted of alive females and extracts of females, females plus beans,
using dichloromethane as solvent, in order to strengthen the idea of the female being
the releaser of the sexual pheromone. The extracts of males and females had been
analyzed through GC-MS, to know their chemical contents. Extracts of females had
presented greater amount and variety of chemical compounds than the extracts of the
males. In the extracts of females, a homologous series of hydrocarbons, alcohols,
carboxylic acids, esters and ethers had been found. Morphology differences between
the bristles of males and females of Z. subfasciatus were observed. The females
present ramified and voluminous bristles, while the males possess filiform bristles

Key Words: Zabrotes. Pheromone. Pest, Olfatometry. Infochemicals. Beans
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17

1 CONSIDERACOES GERAIS
1.1 Leguminosas

A familia Leguminosae € uma das maiores dentre as dicotileddneas,
compreendendo mais de 13.000 espécies reunidas em mais de 600 géneros
distribuidos mundialmente, principalmente nas regifes tropicais e subtropicais. As
leguminosas se caracterizam pela frutificacdo em vagem (fruto simples, apocarpico, que
se fende em duas valvas). A familia Leguminoseae se divide nas subfamilias
Mimosoideae, Caesalpiniaceae e Fabaceae (Papilonaceae) (JOLY, 1998). Embora

alguns autores coloquem como familias separadas (CRONQUIST, 1988).

No Brasil, duas espécies de leguminosas da subfamilia Fabaceae possuem o
cultivo e o consumo bastante regionalizados: O caupi, Vigna unguiculata (L.) Walp.,
também conhecido como feijdo- do-Norte, feijao de corda, macacar além de outros
nomes; e o feijdo-comum, Phaseolus vulgaris (L.), que representa 70% da producao
brasileira das leguminosas, excetuando-se a soja, que € largamente produzida nos
estados do Nordeste, Centro e do Sul do Brasil (BRIGIDE, 2002).

1.2 Feijao Phaseolus vulgaris L.
1.2.1 Importancia econémica

Ha grandes variagfes regionais quanto ao gosto e preferéncia por tipos de graos
consumidos. O feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) é a espécie mais cultivada entre
as demais do género Phaseolus. Considerando somente o género Phaseolus, o Brasil é
0 maior produtor, seguido do México. Entretanto, a producdo brasileira de feijao tem
sido insuficiente para abastecer o mercado interno, devido a reducéo na area plantada,

da ordem de 35%, nos ultimos 17 anos.

O cultivo dessa leguminosa € bastante difundido em todo o territério nacional. O
feijdo é reconhecido como cultura de subsisténcia em pequenas propriedades, muito
embora tenha havido um aumento no interesse de produtores rurais, adotando

tecnologias avangadas, incluindo a irrigacéo e a colheita mecanizada.
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Dependendo da regido, o plantio de feijdo no Brasil é feito ao longo do ano, em
trés épocas, de tal forma que, em qualquer més, sempre havera producao de feijdo em
algum ponto do pais, 0 que contribui para o abastecimento interno. Considerando todos
0S géneros e espécies de feijdo a producdo mundial de feijao, situou-se em torno de
16,8 milhdes de toneladas, ocupando uma area de 23,2 milhdes de hectares. Cerca de
65,1% da producdo foram oriundos de apenas sete paises, sendo a India responséavel
por 15,3% e o Brasil 14,6%. (EMBRAPA, 2003).

1.2.2 Importancia nutricional

O feijdo presente na dieta brasileira apresenta grande importancia em relacdo ao
valor nutricional. Além da alta quantidade de proteinas, o feijao € a melhor fonte vegetal
de ferro, sendo valiosa a sua contribuicio em casos de deficiéncia nutricional. E
excelente fonte de carboidratos, fibra, apresenta baixo teor de lipideos, sodio e nao
contém colesterol, além de possuir vitaminas principalmente do complexo B e minerais.
Devido a sua composicdo o feijdo é indicado no tratamento e prevencdo de anemia,
preenchendo as principais recomendacdes dietéticas para uma boa saude, aumentando
o consumo de fibras e carboidratos complexos e diminuindo o consumo de lipidios e
sédio. As principais instituicdes internacionais de incentivo e promocéo a saude indicam

a ingestéo diaria de uma ou mais por¢des de feijao (BRIGIDE, 2002).
1.2.3 Pragas limitantes da cultura do feijao

Os graos armazenados sdo seriamente atacados por pragas, que causam Serios
prejuizos. Os danos causados pelas pragas na cultura do feijoeiro podem ser
observados desde a semeadura até quando 0s grdos estdo secos nas vagens ou
mesmo armazenados, e, devido a diversidade de espécies que ocorrem. Praticamente

todas estruturas da planta tém se mostrado suscetivel as pragas.

Sendo uma planta que apresenta ciclo curto, o feijoeiro pode ser cultivado até
duas vezes no mesmo ano agricola. Em decorréncia disso, e da variagdo estacional
nas populacdes de pragas, condi¢des climaticas, cultivares e pratica de cultivo utilizado,

0S prejuizos a cultura variam nas diferentes épocas de plantio e a cada ano. As pragas
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podem ser agrupadas em cinco categorias: pragas do solo, pragas da folhas, pragas
das hastes, praga das vagens e pragas de graos armazenados (QUINTELA, 2002).
Dentre estas Ultimas, se destaca o caruncho do feijdo Zabrotes subfasciatus (Boh.
1833) um Coleoptero da familia Bruchidae (GALLO et al.,, 2002). Uma lista das
principais pragas da cultura do feijoeiro pode ser vista na Tabela 1.

Tabela 1 - Principais insetos pragas encontrados na cultura do feijoeiro

Fase suscetivel Pragas

Sementes, plantula e |Delia pratura (Diptera: Anthomiidae)

raizes. Agrotis ipsilon (Lepdoptera: Noctuidae)
Elasmopalipus lignoselfus {(Coleoptera: Chrysomelidae)
Teratopactus nodicollis (Coleoptera: Curculionidae)
Diabrotica especiosa (Coleoptera: Chrysomelidae)
Ceratoma arcuatra (Coleoptera: Chrysomelidae)
Cerotoma tingomarianus (Coleoptera: Chrysomelidae)
Folhas Diabrotica especiosa (Coleoptera: Chrysomelidae)
Ceratoma arcuatra (Coleoptera: Chrysomelidae)
Liriomyzia sp (Diptera:Agromyzidae)

Omiodes indicata (Coleoptera: Chrysomelidae)
Urbanus proteus (Lepdoptera: Hesperiidae)
Empoasca kraemeri (Homoptera: cicadellidae)
Benusia tabari (Homoptera: Aleyrodidae)

Thrips pairmd (Thysanoptera: Thripidae)

Calio Thrips sp (Thysanoptera: Thripidae)
Frankiiniella sp (Thysanoptera: Thripidae)

Hastes e axilas Epinotia aporema (Lepdoptera: Tortricidae)
Sternec hus subsignatus (Coleoptera: Curculionidae).
Vagens Theclia jebus (Lepidoptera: Gelechidae)

Maruca testulalis (Lepidoptera: Pyraustidae)
Etella zinckenella (Lepidoptera: Phycitidae)
Heliothis spp (Lepdoptera:Noctuidae)

Graos armazenados |Zabrotes subfasciatus Coleoptera: Bruchidae
Acanthoscelides obtectus Coleoptera: Bruchidae

Fonte: Quintela, 2002
1.3 Zabrotes subfasciatus (Boh. 1833)
1.3.1 Classificacao e distribuicéo

O Zabrotes subfasciatus (Boh. 1833) € um coleoptero da familia Bruchidae
conhecido vulgarmente como caruncho do feijio (Figura 1). E uma das principais

pragas de grdos armazenados, ocorrendo em todas as regides do globo onde se faz o
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armazenamento de feijao, e principalmente nas regides tropicais da América Latina,

onde aparece com maior freqiiéncia (ROSSETO, 1966).

Figura 1 - Adultos de Zabrotes subfasciatus

Fonte: Autora, 2005.

O centro de origem de Z. subfasciatus € a América Central e do Sul, expandindo-
se dai para todo mundo. Sua ocorréncia em Phaseolus vulgaris L. € comum na Africa,
Sudeste Asiatico, india e Europa (FERREIRA, 1960). No Brasil, esta presente em todos
os estados produtores de feijdo, sendo registrado principalmente nos estados da Babhia,
Amazonas, Espirito Santo, Para, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul e Sado Paulo
(SILVA et al.,1968).

1.3.2 Biologia

O bruquideo Z. subfasciatus apresenta, na fase adulta, 1,8 a 2,5 mm de
comprimento e 1,4 a 1,8 mm de largura e tem coloracdo castanho-escuro com manchas
claras no pronoto fortemente pubescente. O dimorfismo sexual é bem nitido, permitindo
a separacado dos sexos. As fémeas sdo maiores que 0os machos, além de apresentarem
uma mancha clara triangular na parte posterior da cabeca, outra da mesma forma

proximo ao escutelo e duas outras nos angulos do pronoto, enquanto que, nos machos
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sé € bem distinta a mancha pré-escutelar (Figura 1) (FERREIRA, 1960). Os ovos sdo
ovoides, quase arredondados medindo de 0,46 a 0,60 mm de comprimento e 0,44 a
0,50 mm de largura, ficando fortemente aderidos a superficie do gréo. Os ovos férteis
Sao opacos e 0s ovos inférteis sdo translucidos. As larvas sao do tipo curculioniforme,
com coloracgdo branca-leitosa, dotados de mandibulas desenvolvidas com as quais séo
capazes de romper os gréos para alimentacdo interna. As pupas sdo maiores que 0s
adultos, da mesma coloracdo que as larvas, sem pélos, medindo 2,5 a 3,5 mm de
comprimento e 1,5 2,0 mm de largura (FERREIRA, 1960; GALLO et al., 2002) (Figura
2).

Figura 2 - Fases de vida do Z. subfasciatus

Fonte: http: // www.centreinar.org.br/ pragas/bruchidae.html. Acesso em: fev. 2004

No estudo da biologia dessa espécie verificou-se que o0 periodo de
desenvolvimento foi de 36 dias. A longevidade dos adultos de 13,8 dias para machos e
11 dias para fémeas, estas chegando a produzir 63 ovos (FERREIRA, 1960). A
proporcdo entre sexos € de aproximadamente 1:1 segundo Ferreira (1960); Howe e
Currie (1964) e Dendy e Credland (1989).
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1.3.3 Danos

O Z. subfasciatus ataca exclusivamente o feijao armazenado, e a sua larva do
tipo cucurlioniformes passa diretamente do ovo para o interior do feijdo e, todo o
desenvolvimento se da dentro nas galerias e camara pupal construida pela larva. Antes
de empupar, a larva opercula um orificio de saida para emergéncia na fase adulta. O
prejuizo causado pela praga esta relacionado a reducdo de peso, depreciacdo da
qualidade e queda do poder germinativo das sementes, causando depreciacdo
comercial, pela presenca de insetos adultos, ovos, larvas, pupas, fragmentos e
excrementos (GALLO et al., 2002) (Figura 3).

Figura 3 - Graos de feijoes danificados por Z. subfasciatus

Fonte: http: // .WWV\./.centreinar.org.br/ pragas/bruchidae.html.

1.3.4 Meétodos de controle
1.3.4.1 Controle quimico

O controle desta praga € feito basicamente pelo emprego de inseticidas
quimicos. Em virtude de o feijdo ser estocado ensacado recomenda-se a fumigacdo. Os
agentes fumigantes atuam diretamente sobre o aparelho respiratério dos insetos e
guanto maior o ritmo respiratério mais rapidamente o inseto se intoxicara. Os produtos

mais usados para este fim sdo o brometo de metila (1) e a fosfina (2). No entanto,
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apesar de serem eficientes no controle, tais produtos sédo altamente toxicos ao homem,
sendo responsaveis por inameros casos de morte de aplicadores (GALLO et al., 2002).
O perigo que os inseticidas representam para o ser humano e para o ambiente, os
problemas para sua aplicacdo e o seu alto custo levaram pesquisadores & procura de
métodos mais eficientes e adequados ao controle das pragas. O controle quimico pode
ser também efetuado com o uso de inseticida em pd aplicado diretamente sobre a
massa de graos, porém nao € muito eficiente devido a resisténcia desses insetos, além

dos residuos quimicos deixados sobre 0s graos

H
B [ H PR
T
| i | Ty
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1.3.4.2 Controle alternativo através do manejo integrado de pragas

A exigéncia do mercado internacional por produtos isentos de agrotoxicos, fez
surgir a necessidade de se trabalhar de forma ecolégica e economicamente racional no
controle de insetos, 0 que resultou na adogcdo de técnicas de Manejo Integrado de
Pragas (MIP), que consiste basicamente na protecdo de plantas contra pragas e
doencas fazendo uso de solugbes alternativas e, em ultimo caso, produtos quimicos
toxicos. As pesquisas tém sido direcionadas para o desenvolvimento de estratégias
alternativas promissoras que possam ser empregadas em programas de MIP (GALLO
et al., 2002).

Para substituir os tratamentos quimicos, pequenos produtores tém misturado
graos de feijao com areia, cal, cinza de madeira, residuos de trilha da colheita (munha),
terra de formigueiro, pimenta-do-reino ou Oleos e o resultado nem sempre € o melhor
(BARBOSA et al., 2002).
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A utilizagédo de infoquimicos e em particular dos feroménios, tem se destacado.
As pesquisas na area sao intensas, abordando varias ordens de insetos, resultando em
um grande numero de artigos cientificos, envolvendo aspectos biologicos, fisioldgicos,

comportamentais, bioquimicos e genéticos.
1.4 Infoquimicos

Segundo Klopfer e Hatch (1968) a comunicacdo € parte integrante do
comportamento animal e é definida por Lewis e Gower (1980) como a transmissao de
sinal ou sinais entre dois ou mais organismos, favorecendo a sele¢éo tanto da producao

guanto da recepcéo do sinal ou sinais.

Os insetos sao seres vivos que mais utilizam os odores para desempenhar
atividades durante sua existéncia, visando a localizacdo de presas, defesa,
agressividade e selecdo de plantas hospedeiras, na escolha de locais para oviposicao,
na corte e no acasalamento, na organizacdo das atividades sociais dentre outras
atividades (KLOPFER; HATCH, 1968).

As substancias quimicas envolvidas na comunicacdo entre 0s organismos sao
denominadas semioquimicos, que significa sinais quimicos (NORDLUND; LEWIS,
1976). Sao eles os infoquimicos, toxinas e horménios, entre outros. O termo feromonio
pode ser definido, entdo, como substancias quimicas que em seu contexto natural,
fornece informacdes, sobre interacdo entre dois individuos, provocando no receptor,
uma resposta comportamental, sendo assim considerado uma subcategoria dos
infoquimicos (DICKE; SABELIS, 1988).

Estas substdncias podem ter acdo intraespecificas (ferom6nio) ou
interespecificas (aleloquimicos) (BROWN; EISNER; WHITTAKER, 1970; LAW;
REGNIER, 1971). Os Feromo6nio e aleloquimicos séo classificados de acordo com o
tipo de comportamento que provocam (NORDLUND; LEWIS, 1976).

Os Aleloquimicos, por sua vez diferenciam-se de acordo com o tipo de

organismo que esta sendo beneficiado na comunicacdo. Cairomdnios sao sinais
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quimicos que quando liberados beneficiam somente o agente receptor,
consequentemente ndo favorecendo o emissor, estes sinais sdo divididos em:
afrodisiacos e fagoestimulantes. Aloménios ao contrario, sdo sinais quimicos que
favorecem somente ao emissor. Ja os sinomonios, favorecem tanto o agente emissor
como o receptor de sinal. Cabe salientar a presenga dos apneumonios neste grupo de
infoquimicos de acao interespecificas. Estes aleloquimicos séo liberados por material
em decomposicdo e atraem principalmente, insetos copréfagos e sapréfagos. Os
feromobnios sdo considerados substancias mensageiras entre individuos, capazes de
alterar completamente o comportamento e a fisiologia dos insetos (DICKE; SABELIS,
1988).

Os feromonios podem agir na fisiologia e no desenvolvimento dos individuos
quando denominados preparadores de efeito prolongado ou ter efeito desencadeador
com acao imediata no comportamento dos individuos Os feroménios de insetos podem
ser agrupados de acordo com o tipo de comportamento desencadeado. Alguns
feromonios funcionam a longas distancias enquanto outros atuam a curtas distancias,
no entanto sdo importantes para estimular o comportamento reprodutivo, agregagcéo em
alimentos, defesa, disperséo, territorialidade, oviposicdo e outros como pode ser visto
na Figura 4 (VILLELA; DELLA LUCIA, 1987).



Figura 4 - Classificacdo dos infoquimicos
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Fonte: Mendonca, 1997.

1.4.1 Emprego do uso de feroménio no manejo integrado de pragas

Existem, trés alternativas béasicas para o0 emprego dos feromonios:
monitoramento e deteccdo, captura massal e confundimento (VILELA; DELLA LUCIA,
2001; JUTTSUM; GORDON, 1989). O monitoramento através de feroménio sexuais
fornece elementos que auxiliam na decisdo de quanto, onde e quando aplicar o
inseticida (WALL, 1989). A técnica emprega armadilhas contendo quantidade especifica
de feromoénio, para atracdo de machos ou fémeas do inseto. Dependendo da

guantidade de inseto capturada, decide-se pela aplicacdo ou ndo do inseticida.

A captura massal emprega feromoénios sexuais ou de agregacao. Esta técnica

exige o emprego de armadilhas, em namero variavel por hectare em funcédo da espécie,
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e vistorias regulares e tem como base a reducdo da populacdo do inseto pela coleta
(BAKKE; LIE, 1989).

A técnica do confundimento baseia-se na liberacdo do feroménio, na atmosfera,
em concentracdo mais elevada o que acarreta, como consequéncia, a quebra da
comunicacao entre os insetos de modo que estes ndo encontrardo 0s parceiros para o
acasalamento. O confundimento pode também ser causado pelo uso de um inibidor do
feromonio do inseto (CAMPION et al., 1989).

A utilizagdo da coleta massal por meio de armadilhas com feromdnios em
associacdo com agrotoxicos ou com fungos entomopatogénicos, tem aumentado o
sucesso das coletas massais. O resultado do emprego desta técnica para o controle de
Coleoptero, em que ambos 0s sexos sao atraidos, apresenta-se promissor (VILELA,
DELLA LUCIA, 1987).

1.4.2 Feromobnio de coledpteros pragas de graos armazenados

Por milhares de anos os insetos tém sido um problema associado com graos
armazenados, como evidenciado em depdsitos arqueoldgicos (SOLOMON, 1965;
BUCKHAND, 1981) e antigos relatos de hieroglifos (LEVINSON; LEVINSON, 1998). Por
volta de 25 séculos antes de Cristo os besouros ja eram conhecidos como pragas de
graos estocados (LINSLEY, 1944). Este fato estd associado com a procura de
alimentos, parceiros sexuais, sitios de oviposicéo e atividades defensivas para prote¢cédo

de condi¢cdes ambientais adversas de inimigos naturais.

Por causa da necessidade de protecao desses grédos do ataque de insetos
devido aos danos, principalmente a longo prazo, os feromdnios detém consideravel
importancia no manejo de pragas. Até 0 momento o seu principal uso esta concentrado

no monitoramento de populac¢des de insetos (COX; COLLINS, 2002).

Em espécies que atacam graos armazenados foram identificados mais de 35
feromonios, nas ordens coleoptera e lepidoptera, sendo compostos bastante volateis,

de baixo peso molecular, e varias estruturas diferentes. O feromoénio sexual é produzido
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geralmente por coleoptera e lepidoptera das familias Anobiidae, Bruchidae e
Dermestidae. Os adultos destes insetos tendem a ter vida curta e se alimentam pouco,
ja os feromonios de agregacdo sao produzidos por besouros da familia Bostrichidae,
Cucujidae, Curculionidae, e Tenebrionidae. Estes insetos se alimentam
substancialmente e possuem vida longa (BURKHOLDER, 1990)

Uma substancia produzida por fémeas do besouro Trogoderma granarium Everts
(Coleoptera: Dermestidae) praga de trigo armazenado, foi identificado como (Z) (3) ou
(E)14-metil-8-hexadecenal trogodermal (4), ferom6nio sexual. Esta substancia também

foi identificada em outras espécies desse género (WOOD et al., 1970).

(3)
\/[\/\/\/\/\/\/\
CoOH
(4)

No entanto o primeiro feromonio de coledpteros pragas de graos armazenados
guimicamente identificado foi o acido megatémico acido (3E,5Z)-3,5- tetradecadienoico
(5), o ferombnio sexual liberado por fémeas de Attagenus megatoma (Coleoptera:
Dermestidae) (SILVERSTEIN et al., 1967).
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A primeira evidéncia de ferom6nio sexual em coledpteros de grédos armazenados
foi para Tenebrio molitor L. (VALENTINE, 1931) besouro amarelo da farinha.
Pesquisadores, trabalhando independente e em épocas diferentes Valentine, (1931);
Tschinkel et al. (1967); August (1971), relataram que o comportamento de coOpula é
mediado por pelo menos quatro compostos incluindo um atraente produzido pela fémea

o qual foi identificado por Tanaka et al. (1986 e 1989) como (R)-(+)-4-metil-1-nonanol

(6).

(6)

As espécies Tribolium spp depende do ataque de outras pragas para se
alimentar nos grdos armazenados, alimentando-se de varias espécies de graos
armazenados tais como: sorgo, trigo e o milho. Neste género a liberacdo do feroménio
esta relacionada ao inseto macho como observado em: Tribolium confusum, Tribolium
castaneum, Tribolium brevicornes, Tribolium destructor, Tribolium audax e Tribolium
freemani. O principal componente associado a este género € o (4R,8R)-4,8-
dimetildecanal tribolura (7) Posteriormente, bioensaios realizados por Suzuki e Mori
revelaram que uma mistura dos isémeros (4R,8R) (7) e (4R,8S) (8) na proporc¢ao 8:2, foi

dez vezes mais ativa que o isbmero natural isolado (SUZUKI; MORI, 1993).
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Lasioderma serricorne (F.) (Coleoptera: Anobiidae) € uma das mais seérias
pragas de tabaco armazenado (ASHWORTH, 1993) ocorrendo também em fabricas de
processamento de alimentos de animais em casa de racdes (MOREIRA et al., 2005).
Seu feromdnio sexual foi identificado como anidroserricornina (2S,3S)2,6-dietil-3,5-
dimetil-3,4-diidro-2H-pirano  (9) (LEVINSON; LEVINSON, 1981) e o serricornina
(4S,6S,7S) —7-hidroxi-4,6-dimetil-3-nonanona (10) (CHUMAN et al., 1979), o uso do
componente anidroserricornin sobre armadilhas adesiva removeu 500.000 besouros
machos durante um periodo de 15 meses em armazéns de tabaco na Grécia
(BUCHELOS; LEVINSON, 1993). O uso de armadilhas em armazéns de alimentos no
Havai foi uma alternativa efetiva durante cinco anos no controle de L serricorne
(PIERCE, 1999).

(9) (10)

O uso de serricornina e anidrosserricornina foi introduzido no Brasil por Camargo
e Melo (1986), e a partir de entdo vem sendo utilizados no monitoramento e na captura

massal de L. serricorne em armazéns de fumo.

A espécie Stegobium paniceum (Coleoptera: Anobiidae), ocorre em moinhos de
graos, em locais de armazenamento de alimentos e de especiarias. As fémeas sao
responsaveis pela liberacdo do feroménio sexual que foi identificado como (2S,3R,1'R)-
2,3-diidro-2,3,5-trimetil-6-(1’-metil-2-oxobutil)-4H-piran-4-ona, também conhecido como
estegobinona (11) (KUWAHARA et al.,, 1978). Posteriormente, Kodama et al., (1987)
identificaram um segundo componente feromonal, um alcool analogo identificado como
(2S,3R,1’S,2’S)-2,3-diidro-2,3,5- trimetil-6-(2’-hidroxi-1’-metilbutil)-4H-piran-4-ona,
estegobiol (12), e constatou-se que este composto opera como atraente sexual a curta

distancia, enquanto o outro atua a longa distancia.
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(11} (12)

A principal praga de pos-colheita de trigo no Brasil € a Rhyzorpeta dominica
(Coleoptera: Bostrichidae) que se alimenta de cevada, arroz e aveia. O feromonio de
agregacdo desta espécie é composto pelos componentes (E)-2-metil-2-pentenoato de
1-metilbutila chamado dominicalura 1(13), e (E)-2,4-dimetil-2-pentenoato de 1-
metilbutila chamado dominicalura 2 (14), os quais sao efetivos individualmente ou em
varias combinagfes (BASHI, 2001).

A)\H/D\r\/ /Q\Eo\r\/
(13) (14)

Cryptolestes spp e Oryzaephilus spp (Coleoptera:Cucujidae) sdo espécies que
ocorrem nos restos de grdos e farinhas em armazéns. Algumas espécies do género
Cryptolestes tiveram seus feromoénios identificados (MOREIRA et al., 2005). Para C.
ferrugineus, o feromonio de agregacéo foi identificado como sendo uma mistura de
(4E,8E)-4,8-dimetil-decadien-10-olida, ferrulactona | (15), e (3Z,11S)-3-dodecen-11-
olida, ferrulactona Il (16), as quais atuam de maneira sinergistica. Fémeas sdo mais
sensiveis a este feromoénio (WONG et al., 1983). Foram identificados ainda trés
componentes do feroménio de agregacdo de Cryptolestes pusillus (Z)-3-dodecen-12-
olida (17) é o componente majoritario, apresentando atividade quando testado
isoladamente. Ja o composto (5Z,13S)-5-tetradecen-13-olida (18) ndo possui atividade
isoladamente, mas apresentou sinergismo consideravel com a lactona (17). A (3Z,62)-
3,6-dodecadien-12-olida (19) mostrou se ativa s6 em altas concentragbes (MILLAR et
al., 1985).
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(15) (16)

Estruturas de feroménio semelhante ocorrem em espécies do género
Oryzephylus (Coleoptera: Silvanidae) O feromoénio de agregacdo do Oryzaephilus
mercator € composto por uma mistura (1:1,25) das lactonas ( R) (19) e (3Z,6Z,11R)-3,6-
dodecadien-11-olida (20). Ambos os sexos desta espécie sdo atraidos para cada
composto individualmente (OEHLSCHANGER et al., 1987). Na espécie Oryzephylus

surinamensis, uma mistura (1:3:1) das lactonas (19), (21) e (22) foi atribuida como

feromodnio de agregacdo, sendo necessaria a presenca dos trés componentes para uma
efetiva atratividade (PIERCE et al., 1987).

B
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O inseto Acanthoscelide obtectus (Coleoptera:Bruchidae) é uma das pragas do
feijdo, o macho emite o feromdnio sexual, identificado como (E,Z)-2,4,5-
tetradecatrienoato de metila (23) (HORLER, 1970).

CO0Me

(23)

Ferombnios de espécies do género Callosobruchus (Coleoptera:Bruchidae)
também vem sendo descritos. A espécie C. analis e C. maculatus tiveram seus
feromonios identificados como o acido (Z)-3-metil-2-heptenoico (24) (PHILLIPS et al.,
1996; CORK et al., 1991). Para C. chinensis foi identificado o acido (E)-3,7-dimetil-2-
octeno-1,8-didico (25) (TANAKA et al., 1981).

OH

(24)

1.5 Técnicas aplicadas ao estudo comportamental de insetos

A comunicagdo entre os animais é realizada através do uso de sinais visuais,
acusticos, tateis e/ou olfativos. Os insetos de uma maneira geral, utilizam todos estes
sinais no processo de comunicacdo; a énfase dada a cada um deles, no entanto, difere
sensivelmente entre as espécies. O principal sinal de comunicacdo usado por uma
determinada espécie esta intimamente relacionado com seu habitat, seu
comportamento e a interacdo desta com seu meio ambiente. Apesar de cada um

desses sinais terem sua importancia para determinada espécie, sdo 0s sinais quimicos,
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de um modo geral, os grandes responsaveis pela comunica¢do entre insetos e seu
meio ambiente (LEWIS, 1984).

O sucesso da reproducdo depende da receptividade sexual das fémeas, que
geralmente é seletiva ao macho e s6 com apropriada estimulag@o se tornam receptivas.
Na maturidade sexual, fémeas e machos conspecificos trocam sinais e usam algum tipo
de corte (RINGO, 1996). A corte, segundo Richard (1974), consiste principalmente de
locomocédo e imobilizagdo, movimentos de antenas e asas, incluindo vibracdo, sendo

que esta atua inclusive como estimulo visual, além do componente sonoro.

Segundo Atkins (1980), o comportamento reprodutivo dos insetos pode ser
dividido em localizacdo do parceiro, corte, copula e ovoposicdo, entretanto, Mathews
(1982), considera a localizagéo e o reconhecimento do parceiro como sendo um dos
passos no comportamento de corte. A corte € um comportamento que induz a
receptividade sexual priorizando a copula, sendo também uma extensdo do fenémeno
da comunicacdo competitiva intraespecifica e que ocasiona a selecdo sexual. Muitos
insetos sao sexualmente dimorficos, usualmente o macho € o que possui adornos como
caracteristicas secundarias, algumas relacionadas com a corte. A elaboracdo de
caracteristicas associadas com a competicdo sexual, estd ligada diretamente &

sobrevivéncia (GULLAN; CRANSTON, 1994).

O estudo do comportamento reprodutivo entre os insetos pode ser associado ao
estudo de sua ecologia quimica, visando a utilizacdo de Infoquimicos em particular os

feromobnio, como forma de controle.
1.5.1 Olfatometria

Pesquisas que envolvem componentes quimicos modificadores do
comportamento de insetos exigem além do isolamento e identificacdo destes, a
realizacdo de testes comportamentais que definem a atividade biolégica dos compostos
fornecendo dados qualitativos e quantitativos de maneira reprodutivel rdpida e eficiente.
E fundamental que os bioensaios demonstrem informacdes sobre os mecanismos

envolvidos na orientacdo dos insetos a fonte de odor. Os bioensaios devem otimizar o
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periodo em que o inseto apresenta respostas mais intensas ao estimulo, observando-se
o ritmo ou a periodicidade das respostas ajustada aos sinais ambientais, a idade dos
individuos , o nivel de luminosidade, a temperatura e a umidade (EIRAS; MAFRA
NETO, 2001).

Para o estudo do comportamento dos insetos a estimulos olfativos, pode se

utilizar olfatbmetros e tineis-de-vento.

Os olfatbmetros proporcionam principalmente aos animais que caminham, a
possibilidade de escolha entre duas ou mais fontes de odor. S&o constituidos de varios
tubos ou camaras, contendo materiais a serem testados, conectados a outros tubos ou
camaras vazias. Sao instrumentos simples, podendo possuir um fluxo de ar (VIANA,
1992).

Para o estudo do feromdnio sexual liberado pelo macho de Anthonomus grandis,
Hardee et al. (1967) desenvolveram um olfatdmetro que consistia de um funil invertido,
colado sobre uma placa circular, que, por sua vez, era colada em uma base quadrada,
confeccionada em vidro. A placa circular tinha orificios fechados com rolhas de
borracha perfuradas, por onde passavam tubos de vidro que faziam a coneccao entre
um funil e os frascos, os quais funcionavam como camaras de opc¢éo. O fluxo de ar era

promovido por uma bomba de vacuo.

Os tuneis-de-vento sdo definidos como um meio ambiente artificial, com controle
do vento, temperatura, umidade e luminosidade. Sdo mais adequados para o estudo
do comportamento de insetos a longa e a curta distancia da fonte de odor. O tunel de
vento pode ser horizontal ou vertical. Sdo basicamente constituidos por um ventilador,
filtro de carvao ativado, camara laminizadora, camaras de vbo, exaustor, fonte de odor,
camara liberadora de insetos e um reostato (EIRAS; MAFRA NETO, 2001).

1.5.2 Eletroantenografia

A eletroantenografia (EAG) é uma técnica que pode ser bastante util e eficiente

na deteccdo de substancias ativas presentes em uma amostra em analise. A técnica do
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EAG foi desenvolvida por em 1957 por Schneider, com base no fato de que os
receptores das antenas de mariposas sao altamente sensiveis e especificos para a
percepcdo dos ferombnios sexuais das fémeas. Assim, a resposta elétrica dessas
antenas pode ser medida. Nesta técnica, a antena do inseto € amputada e mantida fixa
em solucdo fisiolégica, e em cada uma de suas extremidades €& colocado um
microeletrodo, acoplado a um amplificador e um registrador. O método consiste em
levar a antena por meio de uma corrente de ar de intensidade e duracao definidas, a
substancia a ser testada. A corrente de ar carrega as moléculas para a antena, onde
penetrardo na membrana dendritica, gerando numerosos e lentos potencias de acéo,

0s quais séo registrados (ZARBIN, 2001).

1.6 Técnicas aplicadas a extracdo, isolamento e identificacdo de substancia

volateis de insetos
1.6.1 Extracao

Os prinicipais métodos utilizados para coleta de feromonio sédo: a aeracao (coleta

de volateis) e a extracao direta por solvente.
1.6.2 Aeragéao

Por meio do processo de aeracéo , todos os volateis emitidos pelos insetos, o
gue inclui os feroménios, sdo coletados. Os compostos sdo adsorvidos em polimeros
especiais como por exemplo: Porapak Q (copolimero de divinilbenzenovinilbenzeno)
Tenax (polifenilenoxida na base de 2,6-difenilbenzeno) e carvao ativo e a dessorgédo é
realizada utilizando-se solventes como diclorometano, hexano e éter etilico com alto
grau de pureza. O sistema de aeracdo utilizado geralmente sdo de vidros com a
entrada adaptada a uma coluna contendo carvao ativo, para que o ar seja filtrado. O
fluxo de ar arrasta os volateis até a extremidade oposta e entdo é adsovido no
polimero. Apés o tempo adequado, interrompe-se o fluxo de ar e o sistema é
desconectado. O processo de dessorcdo dos volateis deve ser feito utilizando-se uma

pequena quantidade de solvente (ZARBIN, 2001).
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1.6.3 Extragéo direta por solvente

A extracdo por solvente € metodologia mais usada para coleta de feromoénio, pois
além da praticidade do método, requer um tempo muito menor para obtencdo do
material do que a aeracdo. No entanto, utilizando-se deste processo, o material
coletado apresentara sempre uma quantidade muito maior de impurezas, como
hidrocarbonetos, acidos graxos e outros. O método se torna bastante vantajoso quando
se sabe em qual parte do inseto esta localizada a glandula produtora de feroménio, pois
desta forma a extracdo pode ser feita na regido especifica, diminuindo
consideravelmente as impurezas facilitando as andalises. Em um processo tipico os
insetos sdo submersos em solventes e mantidos por cinco minutos. O extrato é entado
filtrado e concentrado (ZARBIN, 2001).

1.6.4 Concentracao dos extratos

A remocdo do solvente € uma das partes mais criticas deste processo. A
volatiidade dos compostos, associadas as pequenas quantidades, faz com que as
perdas de material sejam frequentes, diminuido o rendimento. Para que tais efeitos
sejam diminuidos, os extratos obtidos na dessorcdo ou pela extracdo por solventes
devem ser armazenados em pequenos tubos conicos que irdo facilitar a evaporacgao.
Uma vez armazenados, um leve fluxo de nitrogénio ou argbnio devera ser suavemente
passado sobre a superficie do solvente, até que seja atingida a concentracdo desejada.
Para tal um frasco de iguais dimensfes, contendo um volume conhecido de solvente,

deve ser usado como referéncia.

A concentracdo ideal dependerd de cada caso em particular e envolve fatores,
como a quantidade de feroménio produzida pelo inseto. No entanto em um primeiro
estagio, as amostras podem ser concentradas para “insetos equivalentes” (IE)
(ZARBIN, 2001).
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1.6.5 lIdentificagéo de feromonios

O isolamento e a identificacdo de feromdnios normalmente requer o emprego de
uma técnica cromatografica, seguida por um método espectroscépico ou
espectrométrico. Embora, a principio, um nimero consideravel de métodos encontre-se
a disposicdo, na pratica, este numero € reduzido devido a quantidade excessivamente
pequena de material produzido e liberado pelo inseto. A técnica mais utilizada € a

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) (ZARBIN, 2001).
1.6.5.1 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa

O isolamento e a identificacdo do feromdnio é feito através da cromatografia
gasosa e a analise dos espectros de massa. Apenas uma pequena quantidade do
material € requerida para analise, sendo que as informacdes obtidas sdo fundamentais
para a determinacdo estrutural da molécula. O fato de o equipamento utilizado estar
acoplado a um cromatografo a gas faz com que os espectros adquiridos sejam
referentes a compostos quimicamente puros. Na identificacdo de feromdnios, os
métodos frequentemente empregados para ionizar e fragmentar os compostos sao
ionizacdo quimica (IC) e ionizacdo por impacto eletrénico (IE). Esta combinacédo de
técnicas mostra-se extremamente eficiente, pois, se para um determinado espectro o
pico molecular nao for registrado ou aparecer muito fraco, a IC é empregada para a
determinacao do correto peso molecular do composto, ao passo que a IE fornece muito
mais informagdes a respeito da estrutura, em funcéo de apresentar um numero maior
de fragmentacdes (ZARBIN, 2001).

1.6.5.2 Cromatografia gasosa acoplada a eletroantenografia

Utilizando-se desta técnica, através de uma simples andlise de extrato bruto,
pode se determinar, com total precisdo, qual fracao foi ativa. A amostra, ao ser injetada,
ird percorrer toda a coluna para que haja separacado dos compostos. Ao final da corrida,
o fluxo que esta saindo da coluna é dividido (split) em dois, sendo que uma parte vai
para o FID (Detector de lonizacdo de Chamas) e, consequientemente, o cromatograma

€ tracado e outra parte vai para o EAD, onde a resposta da antena é amplificada. Em
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funcBes de ambas as detec¢Bes serem simultaneas, € possivel saber se 0s compostos

registrados pelo FID s&o ou nao ativos (ZARBIN, 2001).
1.7 Objetivos
1.7.1 Objetivo Geral

Estudar o comportamento reprodutivo, a comunicacédo intra e interespecifica do
Z. subfasciatus e identificar os constituintes presentes nos extratos de machos e

fémeas dessa espécie.
1.7.2 Obijetivos Especificos
1 - Realizar estudos de comportamento de cOrte e acasalamento Z. subfasciatus.

2 - Realizar bioensaios comportamentais a fim de elucidar a comunicagéo intra e
interespecifica entre adultos de Z. subfasciatus e a planta hospedeira P.

vulgaris.

3 -Extrair pela técnica de aeracdo os volateis liberados pelos insetos e que

possam ser usados na sua comunicacao.

4- Realizar bioensaios comportamentais a fim de se comprovar a atividade

biol6gica dos extratos obtidos da aeragéo.

5- Realizar testes eletroantenograficos (EAG) com extratos obtidos da aeracéo a
fim de se comprovar atividade biologica.

6- ldentificar pela técnica de cromatografia gasosa e espectrometria de massa
(GC-MS) o0s constituintes dos extratos de machos e fémeas de Z.

subfasciatus.



40

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Obtencéao dos insetos

Os insetos foram coletados de graos de feijdes armazenados no mercado da
producdo em Maceio. Estes foram colocados em potes plasticos de 500mL, cuja tampa
recebeu pequenos furos, a fim de facilitar as trocas gasosas (Figura 5). Os insetos
foram mantidos sob condicdes de Temperatura e Umidade relativa controladas
(27£2°C; 70+5%UR), no Laboratério de Pesquisa em Recursos Naturais, setor de
Biocidas, do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Alagoas.

Figura 5 - Colénia de Zabrotes subfasciatus
— B —

Fonte: Autora, 2005

2.2 Manutencédo das colbdnias

Diariamente, os feijdes eram peneirados com peneira de 4 ABNT, a fim de se
separar os adultos recém emergidos que eram transferidos para pote plasticos de
500mL, contendo 200 g de feijdes sadios infestacdo. A cada dois dias estes insetos
adultos eram transferidos para novos potes contendo feijdo sem infestacao, deste modo
se ampliaram a coldnia. Apds 20 vinte dias de cada infestacdo, quando comecou a
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emergéncia de insetos, os adultos recém obtidos foram coletados, sexados e colocados
separados em potes de 300 mL contendo feijao sadio.

2.3 Bioensaios comportamentais de acasalamento

Os bioensaios foram conduzidos em condi¢cGes de laboratério, com temperatura
e umidade controladas (27+2°C; 70£5%UR). A arena de observacao constou de placas
de Petri de acrilico de 7,0 cm de didametro coberta por filme de plastico (Figura 6).
Foram realizados dois tipos de bioensaios. No primeiro, avaliou-se a sequUéncia
comportamental da corte e copula de adultos de Z. subfasciatus. Para tanto, cingienta
casais virgens foram colocados, individualizados, em placas de Petri de acrilico
transparente, forrada com papel de filtro e coberta por filme de plastico. O tempo de
observacdo de cada casal foi de 40 minutos ininterruptos e todas as posturas

comportamentais exercidas pelos insetos foram registradas.

No segundo tipo de bioensaios avaliou-se o comportamento de acasalamento
nas diferentes proporc¢des sexuais, definidas abaixo:

Uma fémea para um macho (Propor¢ao=1);
Uma fémea para dois machos (Propor¢ao =0,5);
Duas fémeas para um macho (Proporcéo =2);
Duas fémeas para dois machos (Proporgéo =1);
Cinco fémeas para um macho (Propor¢éo =5);

Uma fémea para cinco machos (Propor¢ao =0,2)

Cada tratamento foi composto de 10 repeti¢cdes. As observagdes foram
realizadas durante 40 minutos cada e os comportamentos observados de forma

continua.
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Figura 6 - Placas de Petri usadas como arenas de observacgao

de casais de Z. subfasciatus

Fonte: Autora, 2005

2.4  Extracdo de infoquimicos

2.4.1 Sistema de aeracao

A técnica de aeracéo utilizada foi descrita por Mendonga (1995) e Zarbin et al.,
(1999). O sistema de aeracao (Figura 7) foi formado por um pequeno compressor, tipo
bomba de aquario, que impulsionava o ar através de um filtro de carvao ativado
granulado (Darco®, de 20 a 40 mesh, Aldrich). A seguir o ar purificado passava por um
borbulhador, a fim de umedecé-lo, entrando simultaneamente, em duas camaras de
aeracdo constituidas com tubos vidrolex 24/40 cm, onde os insetos foram colocados
para a coleta dos volateis. Os volateis liberados, eram arrastados pela corrente de ar
purificada e umedecida, e ficavam adsorvidos em um coletor de feromdnio,
confeccionado com carvao ativado granulado ou tenax e 1a de vidro, localizado na saida

da camara.
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Figura 7 - Sistema empregado na coleta de voléateis de Z. subfasciatus.

Linha de vacuo Carvao ativo Entrad_a dear
granulaco 1 Limin)
Coluna compartimento de aeragéo
INSETOS
Polimero l L& de vidro
adsorvente Junta
(Poropak Q, esmerilhada
Tenax, etc)

Fonte: Mendonc¢a,1996.

2.4.2 Obtencéo de infoquimicos

Dentro de cada cadmara eram colocados cerca de 1000 insetos de sexos
separados, 200g de feijdo, 1000 insetos (macho ou fémea) + 200g de feijao ou a
camara vazia. O sistema foi vedado, ligado e desligado apds 24 h. Os coletores foram
eluidos com 4,0 mL de hexano (grau HPLC) e 4,0 mL de diclorometano (grau PA). Os
extratos obtidos foram concentrados em nitrogénio gasoso a um volume final de 1 mL,
etiquetados e conservados sob refrigeracdo a 4° C. Todas as conexdes eram vedadas
com fitas de "teflon", para evitar a perda dos volateis ou a entrada de contaminantes no
sistema. Toda as vidrarias empregadas nas extragfes eram lavadas, em seqiéncia,
com detergente neutro e agua destilada, depois com etanol e cloroférmio e, finalmente,
levada a estufa a 100°C por uma hora. Todas as conexdes usadas no sistema de
aeracdo eram limpas de modo semelhante, exceto serem secas em estufa. Evitando,

desse modo, qualquer tipo de contaminacgéo dos extratos.
2.5 Eletroantenografia

Os testes eletroantenograficos foram conduzidos na Universidade Federal de
Vigcosa, MG, no laboratério de feromdnio de insetos. O eletroantendgrafo da marca
Syntech usado, era composto basicamente de dois eletrodos, um pré-amplificador e

um computador para registro dos sinais (Figura 8).
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Figura 8 - Eletroantenégrafo utilizado nos testes de

eletroantenografia

Fonte: Autora, 2005.

A principio, os insetos foram imobilizados a uma temperatura de —10°C durante 2
minutos, para retirada da antena com auxilio de bisturi € microscépio estereoscopico.
A antena retirada teve sua extremidade distal cortada e em seguida colocada em tubos
capilares preenchidos com solucéo fisiolégica tampéo salina fosfato PBS. Um capilar
com a extremidade basal da antena foi colocado no eletrodo neutro enquanto o outro
com a extremidade distal da antena foi colocado no eletrodo registrador. Os dois
capilares foram alinhados e conectados, assim a antena ficou entre os dois capilares
gerando uma diferenca de potencial (ddp). A diferenca de potencial elétrico gerado
(ddp) foi amplificada e os sinais registrados por meio do programa synthec EAG 2000.

Os estimulos aplicados sao citados na Tabela 2.
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Tabela 2 - Insetos testados e tratamentos utilizados em

testes de eletroanatenografia.

INSETOS TESTADOS TRATAMENTOS
Macho ou fémea Branco (ar)
Macho ou fémea Fémeas vivas
Macho ou fémea Machos vivos
Macho ou fémea Diclorometano
Macho ou fémea Extrato Fémea
Macho ou fémea Extrato fémea + feijao
Macho ou fémea Extrato Macho
Macho ou fémea Extrato Macho + feijao
Macho ou fémea Extrato Feijédo
Macho ou fémea Aeracdo controle

Fonte: Autora, 2005.

2.6 Bioensaios comportamentais em olfatbmetro

2.6.1 Confeccao do olfatbmetro

O olfatdmetro em “Y” de dupla escolha utilizado foi confeccionado na Oficina de
Hialotecnia do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Alagoas. Constou
de um tubo de vidro de 8 cm de didmetro, tendo a base do “Y” 30 cm de comprimento e
os prolongamentos do “Y” 20 cm, estes possuiam um estrangulamento a fim de impedir
a fuga dos insetos testados, cada um dos prolongamentos do “Y” se conectava a uma
camara-teste, onde eram colocados os tratamentos. Estas camaras, por sua vez, se
conectavam a um tubo em “Y” invertido por onde uma corrente de ar purificado com o
auxilio de um compressor, do tipo bombinha de aquario. Os insetos testados eram

liberados no inicio da base do olfatdmetro “Y” (Figura 9)

2.6.2 Bioensaio em olfatbmetro

Os Bioensaios foram realizados no Laboratério de Pesquisa em Recursos
Naturais (LPgRN), do Departamento de Quimica da UFAL, em sala com Temperatura e
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Umidade relativa controladas (25° C; 75+5%UR). Cada repeticdo constou de 5 insetos
adultos de idade conhecida submetidos a diferentes combinac¢des de insetos testados e
tratamentos, em um total de 10 repeti¢cées cada. Os insetos testados eram separados
por sexo e liberados na base do tubo em “Y”. Nas camaras testes eram colocados o0s

tratamentos. Foram conduzidos trés grupos de bioensaios.

O primeiro grupo de bioensaios, foi para avaliagdo da comunicagéo
intraespécifica de Z. subfasciatus e pode ser visto na Tabela 3.

Tabela 3 - Insetos testados e tratamentos utilizados no primeiro grupo de bioensaios

no olfatbmetro.

INSETOS TRATAMENTO CONTROLE
TESTADOS
Machos (1-3 dias) Machos (1-3 dias) ou Fémeas (1-3 dias) Branco
Machos (4-6 dias) Machos (4-6 dias) ou Fémeas (4-6 dias) Branco
Machos (1,2,3,4,5,6 Machos (1,2,3,4,5,6 dias) ou Fémeas Branco
dias) (1,2,3,4,5,6 dias)
Fémeas (1-3 dias) Fémeas (1-3 dias) ou Machos (1-3 dias) Branco
Fémeas (4-6 dias) Fémeas (4-6 dias) ou Machos (4-6 dias) Branco
Fémeas (1,2,3,4,5,6 Fémeas (1,2,3,4,5,6 dias) ou Machos Branco
dias) (1,2,3,4,5,6 dias)

Fonte: Autora, 2005.

O segundo grupo de bioensaio, foi para avaliacéo do efeito sinérgico entre o

inseto Z. subfasciatus e a planta hospedeira P. vulgaris e pode ser visto na Tabela 4.
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Tabela 4 - Insetos testados e tratamentos utilizados no segundo grupo

de bioensaios no olfatbmetro.

INSETOS TESTADOS TRATAMENTOS CONTROLE
Machos Fémeas + feijao Feijao
Machos Fémeas + feijao Branco
Machos Feijao Branco
Machos Fémea Feijédo
Machos Fémea Branco

Fonte: Autora, 2005.

O terceiro grupo foi para avaliar a atratividade dos extratos de machos e fémeas
de Z. subfasciatus feitos a partir de aeracao, utilizando como solventes diclorometano e

hexano e pode ser visto na Tabela 5

Tabela 5 - Insetos testados e tratamentos utilizados no terceiro grupo de bioensaios

no olfatdbmetro.

INSETOS TESTADOS TRATAMENTOS CONTROLE
Machos Extrato de fémeas (Diclorometano) Diclorometano
Machos Extrato de fémeas (Hexano) Hexano

Fonte: Autora, 2005

Antes da realizacdo dos bioensaios foi feito um teste de fumaca, utilizando acido
cloridrico e hidroxido de amdnia, que reagiram (reacdo de neutralizacdo) produzindo
uma fumaca branca que, em contraste com um fundo negro, permitiu a visualizacdo da
pluma de odor a fim de calibrar a velocidade do fluxo de ar. Em todos os bioensaios, a
posicdo das camaras-teste era alterada, de modo a evitar o processo de habituagéo
dos insetos. Os tratamentos eram colocados nas camaras-teste, e em seguida a
camara com o0s insetos era inserida na base do tubo em “Y”, passando dois minutos,
para aclimatacdo dos insetos, o compressor era ligado, iniciando assim o bioensaio,

gue terminava, apos ter decorrido 10 minutos.
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Figura 9 - Olfatbmetro em “Y” usado nos estudo da ecologia quimica de
Zabrotes subfasciatus. (a) olfatébmetro (b) “Y” (c) Camara-teste

para tratamento (d) Base do olfatémetro

(a) (b)

(c) {d)
Fonte: Autora, 2005.

A corrente de ar produzida pelo compressor de ar, passava pelas camaras-teste
e controle arrastando possiveis odores, que eram liberados pelos insetos, até a base do
“Y¥” onde estavam os insetos, que caminhavam em dire¢cdo a fonte de odor e podiam
optar por um dos tratamentos. Os numeros de visitas feitas pelos insetos até as

camaras-testes foram anotados durante as observagoes.
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2.7 Isolamento e identificacdo de constituintes quimicos presentes em extratos

de Zabrotes subfasciatus resultantes de aeracao
2.7.1 Preparacdo do diazometano

O diazometano foi preparado para conversao de possiveis acidos carboxilicos
presentes nos extratos de fémeas e machos de Z. subfasciatus em ésteres metilicos
(metilagédo). Os ésteres sdo mais apolares e mais volateis que os acidos carboxilicos
facilitando as analises dos extratos no cromatografo gasoso.

O sistema foi montado de acordo com a Figura 10.

Figura 10 - Sistema utilizado na preparacao do diazometano

Diazormetann

Fonte: Mendoncga, 1996.

Foram preparadas separadamente as seguintes solugoes:
e SOLUCAO A

Em um erlemeyer de 50 mL, submerso em banho de gelo dissolveu-se 125g de
hidroxido de potassio em 20 mL de agua destilada e posteriormente, adicionou-se 6,25

mL de etanol.
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e SOLUCAOB

Em uma ampola de decantagdo de 250 mL submersa em banho de gelo,
dissolveu-se 5,35 g de N-metil-N-nitroso-p-tolueno-sulfonamida (Diazald), em 50 mL de

éter etilico anidro.

A solucdo A foi adicionada ao baldo de destilacdo através do funil de
decantacédo, e aquecida em banho maria . A solucdo B foi adicionada lentamente e a

destilacao continuou até o éter ser destilado.
2.7.2 Metilag&o do extrato

Ao extrato foram adicionadas 3 gotas de diazometano. A mistura permaneceu
em repouso 20 minutos antes de ser injetado no aparelho de cromatografia gasosa
acoplada ao espectrometro de massa GC-MS.

2.7.3 Cromatografia gasosa acoplada & espectrometria de massa (CG-EM)

Utilizou-se de um cromatrografo a gas Shimadzu, modelo GC-17%, equipado com
uma coluna DB-1, série US 1336783h, com 30 m de comprimento, 0,25 pum de
espessura e 0,25 mm de didametro interno. O gas de arraste foi hélio (He) a um fluxo de
1 mL mim™ e pressdo de 50 Kpa. A temperatura inicial foi de 35° C com aumento de 5°
C por minuto, com fluxo total de 12,3 mL/ min e fluxo de corrida 12,3 mL/ min. A
temperatura do injetor foi de 180°C e da interface 310° C. O modo de controle da
injecéo utilizado foi o splitless, sem divisdo da amostra. A espectrometria de massas foi
realizada em um aparelno Shimadzu, modelo GCMS-QP5050A acoplado ao
cromatdgrafo gasoso (Figura 11). Foram obtidos os espectros de massas por ionizagao

por impacto eletronico (IE) a 70 eV .



Figura 11 - Cromatografo gasoso acoplado ao espectrémetro de massa

utilizado nas analises dos extratos de machos e fémeas de Z.

subfasciatus

Fonte: Autora, 2005.

o1
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Estudo do comportamento de acasalamento do caruncho do feijdo Zabrotes
subfasciatus (BOH. 1833) (COLEOPTERA: BRUCHIDAE)

3.1.1 Bioensaios para analise da sequencia de corte e copula de Zabrotes

subfasciatus

Observou-se que o comportamento de corte e de copula de Z. subfasciatus ndo
€ muito elaborado, como observado em Callosobruchus maculatus (RUP, 1986) e
Cosmopolites sordidus (VIANA, 1992) mas pode ser dividido em trés fases distintas: a

pré-copulatéria, também chamada de corte; copulatéria; e a pds-copulatoria.

Nos experimentos realizados na arena, 0s insetos caminhavam pela arena
explorando o novo ambiente, ocorrendo periodos de imobilidade (Figura 12 a). Em
geral, os machos eram mais ativos, enquanto as fémeas ficavam a maior parte do
tempo imovel. A fase pré-copulatoria pode ser dividida em duas etapas. A etapa inicial
da corte, é caracterizada pelo comportamento de antenacdo e movimentacdo em
direcdo a fémea, indicando que pode ser guiada por substancia produzida e liberada
por elas, visto que em nenhum momento estas se deslocaram em direcdo aos machos,

sugerindo que as fémeas sejam responsaveis pela liberacdo de feromdnio sexual.

A segunda etapa da fase pré-copulatéria, inicia quando o macho encontra
a fémea e toca com suas antenas e patas protoracicas, o0 corpo da parceira e tenta a
monta. Tais atitudes, envolvem sinais tacteis e visuais, ambos de grande importancia

no reconhecimento especifico a curta distancia.

Os machos ao encontrarem as fémeas tentavam a monta a partir da
extremidade posterior (Figura 12 b). As vezes sem sucesso, pois as fémeas se
esquivavam do assédio dos machos, obrigando-os a desistirem ou reiniciarem a
sequéncia. As fémeas foram seletivas na escolha dos parceiros. Nos machos, ao
contrario, praticamente nao se observou este comportamento. A resposta negativa das

fémeas pode variar desde uma simples recusa, esquivando do assédio dos machos,
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assumindo uma postura que dificulte a cépula, até uma atitude defensiva contra

aqueles que relutarem em continuar o assedio.

Durante a cépula (Figura 12 c) os machos de Z. subfsciatus realizavam
movimentos ritmicos com as pernas protoracicas sobre o dorso das fémeas. Alguns
machos efetuaram movimentos com as antenas sobre o dorso das fémeas, o que pode

estar relacionado com a tentativa de obter a aceitacéo e imobilidade da fémea

Na fase pdés-copulatéria, os insetos permaneceram parados na maioria
das vezes (Figura 12 d), embora alguns machos tentassem novas copulas, porém sem
sucesso e algumas fémeas movimentaram as pernas protoracicas sobre a prépria
superficie dorso-lateral. O final desta fase foi sempre iniciado pelas fémeas, que com o
intuito de desvencilhar dos machos os arrastavam sobre o seu dorso, chegando até a
afasta-los com suas pernas metatoracicas. O tempo médio de copula foi de 20,1
minutos. A Figura 13 representa um etograma de comportamento onde aparece toda

sequéncia de corte e copula do Z. subfasciatus.

Foram observados que o Z. subfasciatus apresentam diferenca morfolégica
guanto as cerdas. Fémeas por sua vez possuem cerdas ramificadas e mais volumosas
enquanto machos exibem cerdas filiformes o que pode influenciar na orientagédo da
monta (Figura 14 e 15). Fato semelhante foi observado por Ward (1981) no estudo com
Stegobium paniceum, para o qual a orientagdo da monta advém da presenca de cerdas

na superficie dorsal das fémeas
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Figura 12 - (a) macho e fémea Z. subfasciatus (b) macho tentando a monta sobre

a fémea (c) cépula (d) macho e fémea parados apds a copula.

(a) (b)
(cl (dl

Fonte: Autora, 2005.
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Figura 13 - Etograma do comportamento de corte e cdépula de adultos de Z. subfasciatus.
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Fonte: Autora, 2005.




Figura 14 - Vista dorsal de Z. subfasciatus (a) macho (b) fémea

Fonte: Autora, 2005

Figura 15 - Cerdas dorsais de Z. subfasciatus em destaque (a) macho (b)fémea.

(@) (b)

Fonte: Autora, 2005.

56



57

3.1.2 Bioensaio para analise do comportamento seletivo da fémea em relacdo ao
parceiro

Quando foram colocados em uma arena 5 machos e 1 fémea, observou-se que
0s machos tentavam impedir ou dificultar a copula de outros machos, muitas vezes
subindo no dorso da fémea para impedir a copula quando esta ja havia iniciado, o que
dificultava o acasalamento. Ao diminuir a razdo sexual para 2 machos e 1 fémea ocorre

o mesmo fenémeno de disputa pela fémea, impedindo o acasalamento.

As fémeas agiram de maneira seletiva na escolha do parceiro, permitindo se
acasalar apenas com 1, durante o periodo observado, ndo aceitando a corte de um
segundo parceiro, ou seja, ela ndo mais acasala logo apds a copula. Foi observada
nesta espécie a poligamia natural dos machos, que chegaram a acasalar quatro vezes

em seguida com fémeas diferentes durante o periodo observado.

Comportamento semelhante foi observado para Callosobruchus maculatus (F.).
(RUP, 1986).

Ao se introduzir cinco fémeas e um macho na arena nao foi observado nenhum
tipo de comportamento agressivo ou de hostilidade entre as mesmas, ndo havendo,
portanto, tentativa de impedimento de cépula pela fémea, porém, o numero de cépulas
nao foi significativamente maior ao observado na propor¢cdo sexual 0,2. Quando a
proporcao sexual foi igual 1, ndo se observou alteracdo no comportamento de corte e

copula.

Quando a proporcdo sexual para machos € de 1:1 o numero de acasalamento
também aumenta, j& quando ha alteracdo na razdo, seja diminuindo ou aumentando
temos diminuicdo no niumero de acasalamento. Isso se deve talvez a competicdo dos

machos pela fémea (Figura 16).



58

Figura 16 - NOomero de acasalamentoss bem sucedido sob diferentes razdes

sexuais entre adultos de Z. subfasciatus.
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Fonte: Autora, 2005.

Segundo Krebs e Davies 1996 somente quando a proporcao sexual € de 1:1 o
sucesso esperado de um macho e de uma fémea torna-se igual e ha estabilidade na
populacdo. A combinacdo entre o investimento maior em fémeas do que em machos e
a proporcédo sexual de 1:1 na populacdo faz com que geralmente os machos entrem em
competicdo pelas fémeas. O lucro em potencial com sucesso de um macho é alto, de
modo que a capacidade do macho adquirir parceiras esta sob forte presséo seletiva.
Geralmente a sele¢céo de caracteres relacionados apenas com aumento do sucesso do
acasalamento é denominada de selecdo sexual, ou seja durante a corte a fémea é mais

seletiva na escolha do parceiro.
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3.2 Estudo comportamental para avaliagdo da comunicagdo intra e
interespecifica de Zabrotes subfasciatus e Phaseolus vulgaris.

3.2.1 Estudos eletroantenograficos

No estudo realizado com machos ficou bem evidente que ha diferencas
significativas nas respostas eletroantenograficas. De acordo com o Teste de Tukey a
1%de probabilidade, o tratamento fémea viva foi 0 que proporcionou as maiores ddp’s
(diferenca de potencial), diferindo de todos os outros tratamentos. O extrato de fémeas
e fémeas + feijdo, ambos na concentracdo de dez eqivalente-fémeas, resultou em
ddp’s medianas; todos os demais extratos testados provocaram pequenas ddp’s, nao

sendo significativas entre si (Tabela 6; Figura 17).

Provavelmente, as fémeas vivas exercem maior atratividade sobre os machos
gue os extratos, pois estes podem ter perdido parte de seus componentes no processo
de concentracdo ou armazenamento. Algumas substancias bioativas possuem uma
baixa estabilidade podendo sofrer reacées que levam a degradacédo; como oxidacao,
desidratacéo, rearranjos ou polimerizacdo (SANT'ANA; STEIN, 2001).
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Tabela 6 - Resposta eletroantenograficas realizados em antenas de macho de Z.

subfasciatus

Tratamentos em antena de macho Médias das respostas (Em mV)

Fémeas vivas 0,29 a
Extrato de fémeas + feijao 0,19 ab
Extrato de fémeas 0,18 ab
Machos vivos 0,09b
Aeracdo controle 0,07 b
Branco 0,06 b
Diclorometano 0,06 b
Feijao 0,06 b
Extrato de macho 0,05b
Extrato de macho+ feijao 0,03 b

Fonte: Autora, 2005.
Nota: Pelo Teste de Tukey a 1% de probabilidade, médias seguidas de mesmas letras nao diferem
estatisticamente entre si.

Ao se avaliar as respostas eletroantenograficas de fémeas, percebeu-se que
apenas o extrato de feijdo provocou resposta nelas, as demais respostas apesar de
existirem foram significativamente pequenas (Tabela 7; Figura 18).

Esses resultados indicam, serem as fémeas, o sexo liberador do feroménio
sexual, visto que elas provocam nos machos, respostas que néo sao percebidas com
nenhum outro tratamento. Além disso, esta suposicdo ja havia sido levantada por
Pimbert e Pouzat, (1988), que obtiveram informacbes semelhantes em testes
eletroantenograficos utilizando Z. subfasciatus vivos e feijao, afirmando que o feromonio
seria sexual e liberado pelas fémeas. Entretanto, como eles trabalhavam apenas com
eletroantenografia, as diferencas de potencial elétrico, ndo significa necessariamente
uma atracdo. Essas respostas poderiam advir de inibidores, sem quaisquer atividades
relacionadas com o feromonio. Todavia apenas ao se integrar essa técnica, com
bioensaios etoldgicos apropriados, pode-se confirmar com clareza os resultados de
atratividade, bem como a elucidacdo do sexo liberador e o tipo de ferombnio em

guestao.
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Tabela 7- Resposta eletroantenograficas realizados em antenas de fémeas de Z.
subfasciatus.

Tratamentos em antena de fémea Médias das respostas (Em mV)
Feijédo 0,15 a
Diclorometano 0,14 ab
Extrato macho+feijao 0,11 ab
Aeracéo controle 0,11 ab
Extrato macho 0,09 ab
Branco 0,07 ab
Extrato fémea +feijao 0,07 ab
Extrato fémea 0,06 ab
Machos vivos 0,03 ab
Fémeas vivas 0,02b

Fonte: Autora, 2005.
Nota: Pelo Teste de Tukey a 1% de probabilidade, médias seguidas de mesmas letras ndo diferem
estatisticamente entre si.

Resultado semelhantes foi obtido por Shu et al. (1995), que ao efetuar estudo
eletroantenograficos com Callosobruchus maculatus (Coleoptera: Bruchidae) observou
gque as fémeas ou extratos de fémeas exerciam respostas sobre os machos, sugerindo
gue as fémeas eram o sexo liberador de feromonio, ja que as fémeas praticamente nao

respondiam aos extratos de machos ou de fémeas.
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Figura 17- Registros eletroantenogréaficos feitos em antenas de machos
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Figura 18 - Registros eletroantenogréficos feitos em antenas de fémeas.
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3.2.2 Bioensaios em olfatbmetro

Em testes feito para avaliacdo da atratividade observou-se dois grupos de
insetos um com idade variando de 1 a 3 dias e o outro de 4 a 6 dias. De acordo com a
ANOVA teste F, no primeiro grupo apenas fémeas foram atrativas aos machos,
diferindo estatisticamente do controle, enquanto 0s outros tratamentos nao se

diferenciaram do controle (Figura 19 , 21 e 22).

Figura 19 - Influéncia da idade dos insetos nos graus de atratividades
para ambos 0s sexos, onde A corresponde a machos
testando machos, B fémeas testando fémeas, C fémeas

testando machos e D machos testando fémeas.
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Fonte: Autora, 2005.

Os resultados obtidos acima indicaram que h& uma influéncia da idade dos
insetos na sua atratividade para confirmar esta observagcdo novos experimentos foram
realizados .Fémeas de 1, 2, 3, 4 e 5 dias de idade foram muito mais atrativas que 0s
seus respectivos controles, sendo estatisticamente diferentes dos mesmos. Além disso,

a medida que a idade foi aumentando até o 4° dia, a diferenca entre os valores dos F
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calculado e o F tabelado foi aumentando. As fémeas de 6 dias nao foram diferentes do
seu controle. Os resultados séo claros em definir que as fémeas de 5 e 6 dias foram

pouco atrativas, quando comparadas as demais (Figura 20; Tabelas 4).

Figura 20 - Relacao entre atratividade e idade dos insetos, onde A corresponde
a machos testando machos, B fémeas testando fémeas, C fémeas

testando machos e D machos testando fémeas.

Grau de atratividade

Intervalo de tempo (dias)

Fonte: Autora, 2005.

Em nenhuma comparacéo foi observado algum tipo de atratividade dos machos
tanto para fémeas como para macho, descartando a hipotese de producao de
feromdnio de agregacédo. Além do mais as fémeas sdo atrativas apenas aos machos

(Figura 21, 22).

A atracdo por feroménio sexual para Bruchidea foi observada por Pushpinder
(1985), ao estudar o comportamento de acasalamento do C. maculatus (Coleoptera:
Bruchidae) nos quais as fémeas liberam o feroménio. Essa liberacdo é mais intensa nos

primeiros dias de vida e decresce a partir do quinto dia.



Figura 21 - Atratividade, onde: A) Fémeas de 1 a 3 dias testando machos; B) Macho de 1 a 3 dias testando fémeas; C)
Fémeas de 1 a 3 dias testando fémeas; e D) Machos de 1 a 3 dias testando machos. Médias seguidas

de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si.
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Figura 22- Atratividade, onde: E) Fémeas de 4 a 6 dias atraindo machos; F) Macho de 4 a 6 dias atraindo fémeas; G) Fémeas
de 4 a 6 dias atraindo fémeas; e H) Machos de 4 a 6 dias atraindo macho. Médias seguidas de mesma letra nao

diferem estatisticamente entre si.
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De acordo com os resultados de olfatometria, as fémeas de 4 dias de emergidas
foram as mais atrativas, as fémeas de 3 dias tiveram um comportamento intermediario
na atratividade. As fémeas de 3 dias associadas ao feijao foram mais atrativas do que
apenas feijao, nao obstante, tiveram uma atratividade significativamente inferior a das
fémeas de 4 dias; o feijao , apesar de diferir do controle, foi pouco atrativo quando

comparados aos demais tratamentos (Figura 23).

Figura 23 — Influéncia da idade e da presenca de planta hospedeira na atratividade para
machos. Onde: A) Fémeas de 4 dias de emergidas; B) FEmeas de 3 dias
de emergidas; C)Fémeas de 3 dias + Feijao; D) Feijao; e E) Controle branco.
Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo
Teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Fonte: Autora, 2005.

Os resultados obtidos nédo deixam davida de que a idade das fémeas influencia
na atratividade das mesmas para os machos. Fémeas de 1 a 5 dias sédo atrativas,

sendo que o aumento da atratividade é progressivo, como 0 seu pico ocorrendo no
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quarto dia de idade, a partir desta idade ele comeca a diminuir, e apdés o quinto dia
observa uma brusca reducdo da atratividade. Fémeas com seis dias de idades ja nao
sdo atrativas aos machos. Estes resultados estdo completamente em oposi¢cdo aos
defendidos por Pimbert e Pouzat (1988), que afirmaram, apesar de pouco subsidio, que
a atratividade das fémeas comeca no sexto dia de emergidas, e que insetos com idade

inferior a 5 dias ndo elucidaram respostas eletroantenograficas em antenas de machos.

A presenca do feijdo nao teve papel desencadeador da producao e liberacédo de
feromo6nio, como havia sido proposto por Pimbert e Pouzat (1988) , que sugeriram que
fémeas com idades de 1 a 5 dias de emergidas ndo geravam nenhum registro de EAG
em antenas de macho, mas ao entrar em contato por algumas horas com gréos de

feijdo, passavam a produzir claros registro de EAG em antenas dos machos.

De acordo com os resultados o feijao foi atrativo apenas quando associado as
fémeas, entretanto na sua auséncia pouca atratividade exerce aos machos, reforcando
ainda mais, que sejam as fémeas o sexo liberador de feroménio. Assim sendo,
descarta-se a possibilidade de que seja um feromonio de agregacao, primeiro por que
os odores da fémea sédo atrativo a apenas um dos sexos (macho); e segundo, a
presenca da planta hospedeira ndo regula a sua liberacdo, visto que os machos

preferem as fémeas ao odores do feijao.

O extrato de fémeas de Z. subfasciatus em diclorometano diferiu estatisticamente
do extrato hexanico, entretanto este se mostrou semelhante aos controles (Figura 24),
evidenciando a auséncia ou pequena quantidade de feroménio no extrato em hexano. A
diferenca de polaridade entre o solventes influiu na extracdo do feroménio. O
diclorometano mais polar que o hexanoL C conseguiu extrair oS compostos majoritarios
do feroménio, por isso este demonstrou maior atratividade. Provavelmente o feroménio

deve ser constituido de componentes quimicos polares.
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Figura 24 — Atratividade de extratos de fémeas de Z. subfasciatus obtidos
com diferentes solventes frente a machos coespecificos.
Onde: 1- Diclorometano (CH,CI,); 2 - Controle (apenas CH,Cl,);
3 - Hexano (CgH14); 4 - Controle (apenas CgHi4). Médias seguida
de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste
de Tukey a 5% de probabilidade.
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Fonte: Autora, 2005.

De acordo com a andalise de variancia e teste de média (Tukey a 5% de
probabilidade estatistica) a média de visita de machos a camara contendo fémeas vivas
foi estatisticamente diferente ao nimero de visitas obtidos com o extratos de fémeas em
CHCl,, que por sua vez diferiu do controle (apenas CH,Cl,) (Figura 25).
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Figura 25 - Atratividade de machos por diferentes tratamentos onde
1- Fémeas vivas; 2 — Extrato em diclorometano e
3 — Controle (apenas solvente). Médias seguida de mesma
letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey
a 5% de probabilidade.

12

—_
o]

w0

Medias de vistas de machos
(w1}

4
2
1]
1 2 3
Tratamentos

Fonte: Autora, 2005.

Provavelmente, durante o processo de extracdo e concentracdo do extrato de
fémeas, algum componente da mistura feromonal tenha se perdido, visto que as
fémeas vivas sdo muito mais atrativas do que o seu extrato. Tal fato como ja foi
mencionado anteriormente, pode ser devido a fatores ligados a alta volatilidade; baixa
estabilidade o pode ocasionar reagdes que levam a sua degradagdo, como oxidacao,

desidratacédo, rearranjos ou polimerizagao (SANT’ANA; STEIN, 2001)

3.3 Isolamento e identificac&o de constituintes quimicos presentes em extratos

de Zabrotes subfasciatus resultantes de aeragéo

Na tabela 8 e na Figura 26 podemos observar que houve diferencas qualitativas
e guantitativas na composicdo quimica dos extratos obtidos por aeracdo de machos e
fémeas de Z. subfasciatus. O extrato das fémeas apresentou uma maior variedade de

compostos que extrato dos machos, além do que é possivel observar que alguns
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constituintes apesar de iguais apresentam diferengcas quantitativas aparecendo em

maior quantidade no extrato fémeas .

Figura 26 - Cromatograma do extrato de fémeas de Z. subfasciatus obtidos através de

aeracao.
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Figura 27 - Cromatograma do extrato de machos de Z. subfasciatus obtidos através de
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aeracao.
g IZ E 5
o ]
T I= - = s
M o o ol Ay
T BLY g9
[7)] ! B 3 Ly
2 Lk o= (B8
€L 'K e ] oy T
el | i -" g
= |
1 1 ] 1 | 1 ] 1 ] | 1 ] 1 T | ] 1 ] 1 |
10 15 20 25

Fonte: Autora, 2005.




73

Tabela 8 - Constituintes quimicos dos extratos obtidos por aera¢cdo de machos e fémeas

de Z. subfasciatus. (continua)

11,918 Decano 14.79 13.45
B T
12,549 2-Etil-1-hexanol 3.70 NO
12,826 Isooctilvinil éter 4.83 3,04
”an
14,220 5-Metil-1-heptanol 3.00 NO
j\/\/\ i
14,364 2-Metildecano 3.63 NO
/]\/\/\/\/
14,589 3-Metildecano 1.50 NO
/\l/\/\/\/
15,48 1,3-Dioxan-5-ol 0.48 NO
o
15,710 Undecano 10.63 9.91
B i P S
16,017 3-Etil-4-metil-3-penten-2-ol 1.99 NO
17,076 Dietilenoglicol 0.77 NO
HO g e~ OH
18,317 Hexanoato de E-3-hexenila 2.98 NO
/\/‘\f"ll:j‘\
W
18,398 2,4-Dimetil-3-pentanol /‘\I/'\ 1.18 NO
19,441 Dodecano 1.02 NO
R e R e o
Tridecano Tracos NO
e B o MO o SR e S i i atie
23,522 1-Etoxi-2-propanol 0.99 NO




25,410 2-Ciclohexenona 4.04 12.04
o
26,465 Tetradecano 0,74 NO
29,421 5-Etil-2-heptanol 2.10 NO
29,714 Pentadecano 0.87 NO
35,785 Hexadecano 0.59 NO
e e e e Tl et T T e
35,720 Heptadecano 0.53 NO
e e e o e e T T
41,352 Hexadecanoato de metila 3.1 NO
/\/\/\/\/\/\/\J\
1
43,116 Hexadecanoato de etila 9.63 NO
/\/\/‘\/\/\/\-\/\-\j\-n
]
45,582 9-E-Octadecenoato de metila 4.22 NO
WO/
45,690 3,7,11,15-Tetrametilexadecanoato de metila 1.42 NO
(]
A|AA|AA|A|)\?
47,183 9-Z-Octadecenoato de metila 7.64 NO
ot
47,855 Octadecanoato de etila 0.80 NO

/\/\/\/\/\/\/\J\U
o

Fonte: Autora, 2005.

Nota: NO= N&o observado
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Algumas dessas substancias presentes no extrato da fémea devem fazer parte

da mistura feromonal liberada pelas mesmas, uma vez que os bioensaios demonstram

que sdo as fémeas as Unicas responsaveis, pela liberacdo do feroménio sexual.
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As analises dos extratos por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massa (CG-EM) revelaram que estes extratos eram compostos de uma série homaologa
de hidrocarbonetos e compostos oxigenados pertencentes as seguintes classes:
alcoois, acidos carboxilicos, éteres e ésteres. Os ésteres metilicos sdo derivados de
acidos livres.Os espectros de massas dos compostos dos compostos presentes nos

extratos analisados sédo listados a seguir.

Figura 28 - Espectro de massa do Decano, figura 26, 27 e tabela 8.
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Fonte: Autora, 2005.

Figura 29 - Espectro de massa do 2-Etil-1-hexanol, figura 26 e tabela 8.
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Fonte: Autora, 2005.



Figura 30 - Espectro de massa do Isooctivinil éter, figura 26, 27 e tabela 8

iiﬁ?

71

1
£ g e

A0 100 150 200 250 3Joo 350 400 450 00 H40
Fonte: Autora, 2005.

Figura 31 - Espectro de massa 5-Metil-1-heptanol, figura 26 e tabela 8.
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Fonte: Autora, 2005.

Figura 32 - Espectro de massa como 2-Metildecano, figura 26 e tabela 8
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Fonte: Autora, 2005.

Figura 33 - Espectro de massa do 3-Metildecano, figura 26 e tabela 8
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Fonte: Autora, 2005.
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Figura 34 - Espectro de massa do 1,3- Dioxan-5-ol, figura 26 e tabela 8
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Fonte: Autora, 2005.
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Figura 35 - Espectro de massa do Undecano, figura 26, 27 e tabela 8
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Fonte: Autora, 2005.
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Figura 36 - Espectro de massa do 3-Etil-4-metil-3-penten-2-ol, figura 26 e tabela 8.
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Fonte: Autora, 2005.

Figura 37 - Espectro de massa do Dietilenoglicol, figura 26 e tabela 8
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Fonte: Autora, 2005.
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Figura 38 - Espectro massa do Hexanoato de E-3-hexenila, figura 26 e tabela 8
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Fonte: Autora, 2005.

Figura 39 - Espectro de massa do 2,4-Dimetil-3-pentanol, figura 26 e tabela 8
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Fonte: Autora, 2005.

Figura 40 - Espectro de massa do Dodecano, figura 26 e tabela 8
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Fonte: Autora, 2005.

Figura 41 - Espectro de massa do 1-Etoxi-2-propanol, figura 26 e tabela 8
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Fonte: Autora, 2005.
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Figura 42 - Espectro de massa do 2-Cicloexenona, figura 26, 27 e tabela 8
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Fonte: Autora, 2005.

Figura 43 - Espectro de massa do Tetradecano, figura 26 e tabela 8
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Fonte: Autora, 2005.

Figura 44 - Espectro de massa do 5-Etil-2-heptanol, figura 26 e tabela 8.
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Fonte: Autora, 2005.

Figura 45 - Espectro de massa do Pentadecano, figura 26 e tabela 8.
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Figura 46 - Espectro de massa do Hexadecano, figura 26 e tabela 8
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Fonte: Autora, 2005.

Figura 47 - Espectro de massa do Heptadecano, figura 26 e tabela 8.
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Fonte: Autora, 2005.

Figura 48 - Espectro de massa do Hexadecanoato de metila, figura 26 e tabela 8.
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Fonte: Autora, 2005.

Figura 49 - Espectro de massa do Hexadecanoato de etila, figura 26 e tabela 8
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Figura 50 - Espectro do 9-E-Octadecenoato de metila, figura 26 e tabela 8.
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Fonte: Autora, 2005.

Figura 51 - Espectro de massa do 3,7,11,15- Tetrametilexadecanoato de metila,

Figura 26 e tabela 8

171

Ay 15 171 199 200 o6a 312 <1

a0 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550

Fonte: Autora, 2005.

Figura 52 - Espectro de massa do 9-Z-Octadecenoato de metila, figura 26 e tabela 8.
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Figura 53 - Espectro de massa do Octadecanoato de etila figura 26 e tabela 8
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A semelhanca do Z. subfasciatus com a espécie do género Callosobruchus por
serem Bruquideos e terem a fémea como responsavel pela liberagdo do feromdnio,
indica uma grande possiblidade do feroménio estar relacionado a um &cido carboxilico.
Através de reacdes de metilacdo os acidos livres presentes nos extratos, foi possivel

demonstrar a presenca de acidos carboxilicos de cadeia saturada e insaturada.

Em individuos do género Callosobruchus (Coleoptera:Bruchidae) foram
identificados principalmentes acidos carboxilicos produzidos por fémeas que induziam
resposta comportamental em machos coespecificos. As espécies C. analis e C.
maculatus tiveram seus feromdnios identificados como o acido (Z)-3-metil-2-heptanoico
(24) (PHILLIPS et al., 1996; CORK et al., 1991). Para C. chinensis o composto ativo foi
o acido (E)-3,7-dimetil-2-octeno-1,8-dioico (25) (TANAKA et al., 1981).

oH

(24]

Em Acanthoscelides obtectus (Coleoptera: Bruchidae) os machos liberam o
ferombnio. O composto ativo que teve sua estrutura quimica definida como o éster
(E,Z,2)-2,4,5- tetradecatrieonato de metila (23) (BOUGHTON; FADAMIRO, 1996).

Coare

(23)
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Os coleopteros da familia Dermestidae do género Athrenus apresentam como
ferombnio uma mistura 85: 15 dos acidos carboxilicos, isoméricos (Z) e (E) acido 5-
undecendico (26) e (27).

A e

(26) (27)

Acidos também fazem parte do feroménio de espécies do género Attagenus.
Fémeas da espécie Attagenus megatoma € responsavel pela liberacdo do acido (3E,
5Z) (28) megatdmico enquanto o A elongatus produz o isémero (3Z, 5Z) deste mesmo
acido (29) (MOREIRA et al., 2005).

_ | ]
WDH g oH

(23) (29)
Para fémeas de Tenebrio molitor (Coleoptera: Tnebrionidae) o feromdnio sexual
€ o0 alcool ( R)-4-metil-1-nonanol (6) (MOREIRA et al., 2005).

/\/\/’\/\/DH

(6)

Varios alcoois de cadeia ramificada foram encontrados em extratos de Fémeas

de Z subfasciatus.

Os hidrocarbonetos que aparecem em uma série homologa, podem tanto fazer
parte da mistura feromonal ou ainda serem apenas resultantes de contaminacao da

cuticula do inseto.
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Provavelmente um ou mais desses compostos podem ser o feromonio sexual,
liberado pelas fémeas da espécie de bruquideo Z. subfasciatus. Estas demonstraram
liberar um nimero maior de constituintes quimicos em seus extratos do que os machos.
Estes extratos foram testados em eletroantenografia e olfatdmetria, comprovando a sua
atividade apenas sobre os machos o que caracteriza o feromonio como sendo sexual e

nao de agregacao.
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4 CONCLUSAO

A sequUéncia do comportamento de corte e cOpula no Z. subfasciatus nédo foi
muito elaborada. Machos conseguiram copular até quatro vezes seguidas com fémeas
diferentes, enquanto a fémea s6 aceitou copular uma vez durante o periodo observado.

O tempo médio de cépula foi de 20,1 minutos.

Machos e fémeas de Z. subfasciatus apresentaram diferencas morfolégicas
quanto as cerdas da regido dorsal. Cerdas de fémeas sao ramificadas e volumosas

enguanto as dos machos séo filiformes.

Quando a razao foi de 1:1 entre machos e fémeas, aumentou o nimero de

acasalamentos enquanto que diferenca diminuiu esse numero .

Nos testes eletroantenograficos apenas machos responderam de maneira
positiva aos tratamentos; fémeas vivas e extrato de fémeas, fémeas+feijao utilizando

como solvente diclorometano.

Os testes realizados com olfatbmetro, confirmaram ser as fémeas de Z.
subfasciatus as responsaveis pela liberacdo do feroménio o qual exerce atratividade

apenas nos machos. O feromdnio foi classificado como sexual.

O grau de atratividade aumenta até o 4° dia,ocorrendo uma diminuigao a partir
do 5° dia. As fémeas de idade superior a seis dias foram completamente sem
atratividade aos machos. Os machos ndo exercem nenhuma atratividade para ambos

0S SEXO0s.

A planta hospedeira (grao de feijao) ndo exerce grande influéncia na atratividade

dos insetos.

O extrato de fémeas obtido com diclorometano foi mais atrativo que o extrato em

hexano.
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Fémeas apresentam maior quantidade e variedade de compostos quimicos em

seus extratos, que os machos.

No extrato de fémeas foram encontrados uma série homologa de hidrocabonetos e

compostos oxigenados como; alcoois, acidos carboxilicos, ésteres e éter.
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