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RESUMO

O comportamento de oviposi¢do, comum em espécies endofiticas, determina a dieta de muitos
insetos. E o caso do caruncho Zabrotes subfasciatus (Coleoptera: Chrisomelidae: Bruchinae),
membro da subfamilia Bruchinae, considerado uma das maiores pragas do feijdo estocado em
armazens, pois deposita seus ovos e se alimenta de vérias espéecies de Leguminosae. Trabalhos
recentes demonstram que h& uma hierarquia na escolha do gréo que servird como alimento para
seus descendentes, sendo: feijdo > soja > lentilha > grdo de bico. No entanto, os fatores que
determinam essa escolha ainda sdo desconhecidos, mesmo sendo de grande importancia para a
agricultura e a economia. Varias caracteristicas das sementes podem ser responsaveis por
determinar esta escolha. Porém, o fator determinante deve ser percebido pela fémea antes de
ovipositar. O tamanho e a textura da semente ndo parecem ser determinantes. Neste trabalho
testamos a hipotese de que compostos voléteis emanados pelas sementes sdo os determinantes
da escolha de hospedeiro por fémeas de Z. subfasciatus. Para isso, objetivamos (a) identificar
0s compostos volateis que sdo emanados por diferentes graos (feijdo, soja, lentilha e gréo de
bico) e reconhecidos pelas fémeas durante o periodo de ronda, prévio a oviposicao; (b) e
analisar a participacdo das antenas no reconhecimento destas substancias através da
comparacdo entre fémeas e machos. Inicialmente, fémeas de Z. subfasciatus de até 24 h de
idade foram colocadas em uma arena de escolha para testes multiplos simultdneos. Em 4 placas
de petri periféricas, foram colocados um tipo de grdo (lentilha, soja, feijdo ou gréo de bico) por
placa; a quinta placa ficou vazia (controle). Sendo assim, foram realizados testes mais
especificos, em arena do tipo multiplas pareadas. Porém, neste caso, duas placas de petri
periféricas receberam o mesmo tipo de gréo para disputas gréos vs controle e graos vs graos. A
hierarquia observada foi: feijdo > soja > gréo de bico > lentilha. Posteriormente, as fémeas
tiveram que escolher entre: tegumento, tecidos de reserva e meristematico, gréo inteiro, grao
inteiro umidificado e um controle sem sementes, para os 4 gréos analisados, com o intuito de
identificar a parte do grdo onde estdo os compostos disponiveis para reconhecimento pelas
fémeas. Nenhuma diferenca significativa foi observada. Para identificar os compostos volateis
presentes no feijdo e no gréo de bico, foram realizados ensaios de aeragéo dos graos, seguidos
por analises de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. Foram identificadas
10 substancias no feijdo e 17 no gréo de bico. Etenilbenzeno (estireno) se destacou como um
composto muito abundante no feijao. A participacdo desses compostos na escolha do gréo ainda

precisa ser investigada. Na analise para avaliar a participacdo das antenas sobre a escolha dos



gréos, fémeas e machos foram divididos em quatro grupos distintos: (1) carunchos sem a antena
direita, (2) carunchos sem a antena esquerda, (3) carunchos sem as duas antenas e (4) controle
(carunchos com ambas as antenas) e colocados em arena do tipo multiplas pareadas. A presenca
de pelo menos 1 antena, tanto em fémeas quanto em machos, foi determinante para que 0s
carunchos fossem direcionados para a placa que continha algum tipo de grdo. O mesmo néo foi
observado em Z. subfasciatus sem as duas antenas que ndo foram capazes de identificar onde
0s gréaos estavam. No entanto, apenas as fémeas apresentaram uma preferéncia pelo feijdo com
relacdo ao grao de bico. Ja os machos, demonstraram maior sensibilidade a presenca dos gréos
ao utilizarem a antena direita quando comparado a antena esquerda. Analises das antenas de
fémeas e machos, por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), mostram elementos
sensoriais potencialmente envolvidos na captura da informacdo olfatoria, e existéncia de
dimorfismo sexual. As fémeas possuem grande quantidade de sensilas basicénicas, conhecidas
por responderem a volateis de plantas. Os machos possuem mais sensilas tricéideas, com fungédo
mecano e quimiorreceptora, que normalmente respondem a feromonios. Em conjunto, estes
resultados demonstram uma preferéncia das fémeas pelo feijdo; que os compostos volateis estdo
presentes em toda a semente; que a composi¢cdo quimica apresentada pelos graos tem o estireno
em destaque nas sementes de feijdo e o hexanal juntamente com o octanal em destaque nas
semente de grdo de bico; que as antenas sdo fundamentais para 0 reconhecimento destes
compostos pelos insetos, mas apenas as fémeas demonstram preferéncia entre os diferentes
grdos; e que as antenas apresentam diferentes elementos sensoriais em machos e fémeas da
espécie, podendo ocorrer lateralizacdo fisioldgica nas antenas dos machos. Experimentos em
andamento deverdo revelar os alcances da participacdo dos compostos identificados nas
sementes como infoquimicos envolvidos na selecdo de hospedeiros para oviposicdo e

desenvolvimento em Z. subfasciatus.

Palavras-chave: Fabaceae. Compostos volateis. Olfato. Microscopia Eletrénica de Varredura.



ABSTRACT

The oviposition behavior, common in endophytic species, determines the diet of several insects.
As in the case of the weevil Zabrotes subfasciatus (Coleoptera: Chrisomelidae: Bruchinae),
member of the subfamily Bruchinae, considered one of the biggest pests of beans stored in
warehouses, as it lays its eggs and feeds on several species of Leguminosae. Recent work shows
that there is a hierarchy in the choice of grain that will serve as food for their descendants,
being: beans > soy > lentils > chickpeas. However, the factors that determine this choice are
still unknown, even though they are of great importance for agriculture and the economy.
Several characteristics of the seeds may be responsible for determining this choice. However,
the determining factor must be perceived by the female before ovipositing. The size and texture
of the seed does not seem to be decisive. In this work we test the hypothesis that volatile
compounds emanating from seeds are the determinants of host choice by females of Z.
subfasciatus. For that, we aim (a) identify the volatile compounds that are emanated by different
grains (beans, soy, lentils and chickpeas) and recognized by the females during the round
period, prior to oviposition; (b) and to analyze the participation of the antennae in the
recognition of these substances through the comparison between females and males. Initially,
females of Z. subfasciatus up to 24 h of age were placed in an arena of choice for multiple
simultaneous tests. In 4 peripheral petri dishes, one type of grain (lentil, soy, beans or
chickpeas) was placed per plate; the fifth plate was empty (control). Therefore, more specific
tests were performed, in a multiple paired arena. However, in this case, two peripheral petri
dishes received the same type of grain for grains vs. control and grains vs. grains disputes. The
observed hierarchy was: beans > soybeans> chickpeas> lentils. Subsequently, as they have to
choose between: tegument, reserve and meristematic tissues, whole grain, humidified whole
grain and a seedless control, for the 4 grains form, in order to identify which part of the grain
has compounds recognized by the females. No difference was observed. To identify the volatile
compounds, present in beans and chickpeas, the grains were submitted to aeration testing,
followed by gas chromatography analysis coupled with mass spectrometry. Were found 10
substances in beans and 17 in chickpeas. Ethylene benzene (styrene) stood out as a very
abundant compound in beans. the compounds contribution in the choice of the grain has yet to
be investigated. In the analysis to assess the participation of antennas on the choice of grains,
females and males were divided into four distinct groups: (1) weevils without the right antenna,
(2) weevils without the left antenna, (3) weevils without both antennas and (4) control (weevils

with both antennas) and placed in a multiple paired arena. The presence of at least 1 antenna,



both in females and in males, was determining for the weevils to be directed towards the plate
containing some type of grain. The same was not observed in Z. subfasciatus which, without
two antennas, were unable to identify the location of the grains. However, only females showed
a preference for beans over chickpeas. Males, on the other hand, demonstrated greater
sensitivity to the presence of grains when using the right antenna when compared to the left
antenna. Analyzes of the antennae of females and males, by Scanning Electron Microscopy
(SEM), show sensory elements potentially involved in the capture of olfactory information, and
the existence of sexual dimorphism. Females have a large amount of basiconic sensilae, know
respond to plant volatiles. Males have more trichoidal sensillae, with mechano- and
chemoreceptor function, which normally respond to pheromones. Together, these results
demonstrate a female preference for beans; that volatile compounds are present throughout the
seed; that chemical composition presented by the grains has styrene highlighted in bean seeds
and hexanal together with octane highlighted in chickpea seeds; that the antennae are
fundamental for the recognition of these compounds by the insects, but only the females show
preference among the different grains; and that the antennae present different sensory elements
in males and females of the species, and physiological lateralization may occur in the antennae
of the males. Ongoing experiments should reveal the scope of participation of the compounds
identified in the seeds as infochemicals involved in the selection of hosts for oviposition and

development in Z. subfasciatus.

Keywords: Fabaceae. Volatile compounds. Smell. Scanning Electron Microscopy.
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1 INTRODUCAO

Os topicos apresentados abaixo apresentam uma breve introducdo acerca do tema
discutido neste trabalho. Eles permitem que o leitor tenha uma viséo geral do assunto, com base

em uma revisao da literatura que visa proporcionar um melhor entendimento.

1.1 Ordem Coleoptera; Familia Chrysomelidae; subfamilia Bruchinae

Os insetos representam a maior Classe dentro do Reino Animal, formados por mais de
800.000 espécies catalogadas. Alguns entomologistas acreditam, inclusive, que o nimero atual
de espécies vivas pode somar entre 5 e 10 milhdes (STORK, 2018).

Apesar de serem popularmente conhecidos como pragas, pestes ou portadores de
doencas, eles propiciam beneficios ao meio ambiente e a outros animais, incluindo os humanos.
Realizam a polinizacao de plantas; a producdo do mel, da cera e da seda; atuam no processo de
ciclagem do solo, na dispersdo de sementes, na filtracdo da agua, e em diversas atividades
importantes para o ambiente (MALMQVIST et al., 2004; JANKIELSOHN, 2018; WOOD et
al., 2018; KITCHING; DAHLSJO; EGGLETON, 2020).

A Ordem Coleoptera integra os besouros e caracteriza 0 maior grupo dentro da Classe
Insecta. E representada por 400 mil espécies descritas, o equivalente a 30% do total de espécies
animais conhecidas (GRIMALDI; ENGEL, 2005; HUNT et al., 2007; CHAPMAN, 2009). A
Ordem Coleoptera estd constituida por 4 subordens: Archostemata, Myxophaga, Adephaga e
Polyphaga, que somadas resultam em um total entre 162 e 169 familias (CROWSON, 1981,
LAWRENCE, 1982; AUDINO, 2007; MCKENNA et al., 2019). Destas, 30 mil espécies sao
encontradas no Brasil. Os élitros sdo caracteristica exclusiva da Ordem Coleoptera,
normalmente usados para protecdo. A metamorfose é do tipo completa (ovo-larva-pupa-adulto),
e foram os primeiros holometabolos a evoluir, conquistando varios nichos ecolégicos (EVANS,
1975).

Como consequéncia da ampla variedade em espécies, 0os besouros demonstram diversos
estilos de vida e comportamento: espécies com habitos diurnos e noturnos, parasitas e

mutualistas, generalistas e especialistas, carnivoras e herbivoras, detritivoras e coprofagas, etc
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(FOOTTIT; ADLER, 2009). Também, seus representantes necréfagos a colocam como a 2°
maior Ordem de interesse forense (ALMEIDA, 2009). A reproducéo é sexuada, sendo comum
apresentarem dimorfismo sexual e, frequentemente, o substrato que serve de alimento ou abrigo
é também utilizado para a postura de ovos. Também, casos de partenogénese podem ocorrer
em bruiquideos da familia Chrysomelidae (GALLO et al., 2002).

Chrysomelidae ¢ uma das maiores familias dentro da Ordem Coleoptera. A segunda
mais numerosa, com cerca de 2 mil géneros e 37 mil espécies descritas. E composta por 12
subfamilias: Bruchinae, Cassidinae, Chrysomelinae, Criocerinae, Cryptocephalinae,
Donaciinae, Eumolpinae, Galerucinae, Lamprosomatinae, Sagrinae, Spilopyrinae e Synetinae,
dentre as quais 4.400 espécies foram descritas no Brasil (COSTA, 2000; BOUCHARD et al.,
2011). Chrysomelidae é apontada como a 2° maior familia entre os herbivoros (RILEY et al.,
2002). Apresenta herbivoria essencialmente mondfaga ou oligofaga, e polifagia desenvolvida
secundariamente (JOLIVET, 1988; 1992). Sao insetos dotados de alta importancia econdémica
e ecoldgica, devido a distribuicdo cosmopolita e a dieta predominantemente fitéfaga, tanto na
fase larval quanto na fase adulta (CHABOO, 2007). Suas larvas e adultos se alimentam de
raizes, ramos, folhas e sementes de vegetais superiores, e alguns se alimentam de poélen
(KONSTANTINOV; VANDENBERG, 1996). Apesar de causarem danos a plantacdes, sdo
consideradas uma boa alternativa para o controle biolégico de plantas daninhas. Canibalismo
também pode ocorrer neste grupo (MAFRA-NETO; JOLIVET, 1994; MAFRA-NETO, 1996).

Dentro da familia Chrysomelidae existe uma pequena subfamilia denominada
Bruchinae. Ela possui 1650 espécies descritas, das quais 9 sdo consideradas cosmopolitas e
aproximadamente 30 séo de interesse econdmico (KINGSOLVER, 2004). Apesar de predarem
36 familias de plantas, tém a familia Fabaceae como hospedeira preferida (JANZEN, 1969;
JOHNSON, 1981). Sédo estritamente espermatofitos, podendo ser usados como agentes de
controle em plantas hospedeiras, por causarem danos severos as sementes (RADFORD et al.,
2001; BRIANO et al., 2002; LINZMEIER et al., 2004). A subfamilia Bruchinae ocorre em
todos 0s continentes, exceto na regido da Antartida. Apresenta mais de 1500 espécies,
distribuidas em cerca de 60 géneros, sendo um numero significativo delas especializado na
utilizacdo de componentes oriundos de plantas importantes para a economia, essencial para a
reproducéo dessas espécies (SHELLIE-DESSERT; BLISS, 1991; ALVAREZ et al., 2005).

1.2 Selecdo de hospedeiros por insetos fitéfagos
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A maioria dos insetos é classificada como fitofago especialista (FEDER, 1995).
Fitofagos sdo aqueles que se alimentam de vegetais. Podem utilizar uma planta ndo apenas
como alimento, mas também como reflgio, abrigo, sitio de acasalamento e para ovipositar
(DIAS-PINI et al., 2016). Eles possuem a habilidade de perceber diferentes substancias e
incorpora-las aos seus habitos alimentares (SCHOONHOVEN, 2005). O tipo de alimento €
diretamente relacionado a fisiologia e ao comportamento do consumidor (SLANSKY;
RODRIGUES, 1987). Eles devem reconhecer seu hospedeiro e conseguir acessa-lo, de maneira
a obter os nutrientes em quantidades necessarias para um bom desempenho da prole:
sobrevivéncia e reproducdo (JANZ, 2002).

Nos insetos holometabolos fit6fagos os imaturos tém movimentos restritos. Logo, o
comportamento de oviposicdo de adultos e o desenvolvimento larval em graos sdo fatores
decisivos para a escolha do hospedeiro. A morfologia, a qualidade nutricional, a abundancia de
sementes, e os sitios livres de predadores ou competicdo, determinam a distribuicdo das
espécies na Terra (REMMERT, 1982; JOHNSON; KISTLER, 1987; BERNAYS; GRAHAM,
1988; SIEMENS et al., 1991; BARROS, 1999).

Sinais visuais influenciam na atracdo tanto para alimentacdo como para oviposi¢ao
(ARIMURA et al., 2009). Compostos quimicos de plantas também desempenham um
importante papel (RUPESH et al., 2013).

Aqueles que utilizam sementes, tal como os bruquineos, ainda tém desconhecidos 0s
fatores que determinam a escolha de um hospedeiro e as etapas que podem levar a um aumento
ou diminuicéo dos cultivares utilizados (SIEMENS et al., 1991).

1.3 Besouros especializados em utilizar sementes

Os besouros da subfamilia Bruchinae (Coleoptera: Polyphaga: Cucujiformia:
Chrysomeloidea: Chrysomelidae: Bruchinae) constituem um dos principais grupos de insetos
capazes de predar sementes durante a fase larval (BONDAR, 1936). Sao excelentes modelos
animais para o estudo de aspectos evolutivos e fisioldgicos relacionados a oviposicdo e a
selecdo de hospedeiros. Afinal, apresentam facil manejo, sendo possivel simular o ambiente de
estocagem de grdos em laboratério (FOX; TATAR, 1994).

A subfamilia Bruchinae é caracterizada por possuir espécies em que 0s imaturos se

alimentam apenas de sementes, uma otima fonte nutricional. Essas sementes possuem varias
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caracteristicas fisicas e quimicas que podem resultar em efeitos atraentes ou repelentes, de
forma a impedir que sejam atacadas por qualquer predador. Essa quantidade de defesas também
pode ser o fator responsavel por atrair e selecionar possiveis predadores, resultando em grande
especificidade na escolha realizada pelos bruquineos. Ainda que existam 35 familias de
hospedeiros j& descritas, a maioria das 1.300 espécies dessa subfamilia (84%) alimenta-se
praticamente de uma s6 familia hospedeira: Fabaceae, também conhecida e aqui referenciada
como Leguminosae. Sdo ainda desconhecidos os fatores que determinam o uso de um
determinado taxon como hospedeiro (JANZEN, 1969; SOUTHGATE, 1979; JOHNSON, 1981,
1989; JOHNSON et al., 2003).

A selecdo de um hospedeiro para oviposicdo envolve habilidades para encontrar,
reconhecer e aceitar a semente ideal. Foi demonstrado que a abundancia do hospedeiro, a
textura da cobertura das sementes, a competicao e o tamanho dos grdos afetam a oviposi¢do em
Bruchinae (OSHIMA et al., 1973; JANZEN, 1978; NUANZE et al., 1992). Além disso, 0s
bruquineos parecem utilizar estimulos olfatérios na localizacdo dessa semente, tanto no
momento da escolha (realizada geralmente pela fémea adulta, durante a oviposi¢do) quanto na
fase de adaptacao larval (respostas fisioldgicas). Um bom exemplo, é o comportamento de
oviposicdo de fémeas do Callosobruchus chinensis L. (Coleoptera:  Chrysomelidae:
Bruchinae), que séo atraidas por sementes saudaveis, mas ndo por sementes infestadas com
larvas da mesma espécie (IGNACIMUTHU et al., 2000).

De acordo com Rees (1996), a maioria das espécies de importancia econémica, como
as que atacam grdos armazenados, esta agrupada em apenas sete familias: Bostrichidae,
Cucujidae, Curculionidae, Dermestidae, Silvanidae, Tenebrionidae e Bruchidae (atual
Chrysomelidae). E uma grande parcela desses animais pode ser encontrada vivendo em regides
tropicais da Asia, Africa, América Central e do Sul, procriando em grdos de importancia
econémica e consumindo valiosas proteinas. Inclusive, algumas espécies sdo conhecidas pela
destruicdo que causam em leguminosas (SOUTHGATE, 1979).

Os bruquineos apresentam grande destaque dentre as espécies de coledpteros, com
representantes bastante restritivos na escolha do alimento, o que pode variar de acordo com 0
género (BONDAR, 1936; HOWE, 1972; JOHNSON, 1981). Eles assumem grande importancia
econdmica, visto que sua reproducao ocorre principalmente em sementes de leguminosas, tanto
no campo quanto em armazéns (HOWE, 1972). Podem levar a diminui¢do da qualidade e da
viabilidade das sementes, de forma a comprometer sua germinagdo (SANTOS et al., 1994;
FIGUEIRA; CARVALHO, 2003). Em alguns casos o0s danos alcangam até 89%, de acordo com
Ferraz e Carvalho (2001) em estudos com Cassia fistula.
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Hé cerca de 5.500 anos, 0 homem comegou a cultivar, estocar e comercializar sementes
de leguminosas (KAPLAN, 1965). Porém, condi¢bes de abundéncia fizeram com que 0s
besouros se tornassem um dos maiores predadores das sementes estocadas. 1sso inclui varias
espeécies de besouros, até mesmo algumas que a principio estavam separadas geograficamente
(MEIK; DOBIE, 1986).

América Central e a América do Sul foram as zonas de origem, adaptacéo e cultivo do
feijdo comum. Estes locais constituem o ponto inicial da difusdo do Zabrotes subfasciatus e do
Acanthoscelides obtectus, duas espécies da subfamilia Bruchinae. O aumento da
comercializacdo e do cultivo das sementes de feijdo possibilitou a expansdo dessas espécies
para varias regibes do planeta, estabelecendo-se em muitas delas (SOUTHGATE, 1978).

Tendo em vista que o alimento ou substrato de oviposicdo deixou de ser um fator
limitante, Z. subfasciatus e A. obtectus passaram a se destacar como 0s principais predadores
do feijdio (CREDLAND; DENDY, 1992). Embora atualmente, Z. subfasciatus limite a sua
oviposi¢do a poucos hospedeiros: Phaseolus lunatus e P. vulgaris, a espécie pode utilizar como
substrado para oviposicdo, ainda que em menor quantidade, Vigna unguiculata e Cicer
arietinum (DENDY; CREDLAND, 1991; TEIXEIRA; ZUCOLOTO, 2003; TEIXEIRA; GRIS,
2011; CORREA et al., 2020).

1.4 A agricultura de leguminosas e a importancia dos Bruquineos como pragas

As leguminosas sdo plantas pertencentes a ordem Fabales e a Familia botanica Fabaceae
(ou Leguminosae) e constituem a terceira maior familia entre as angiospermas. S&o
consideradas cosmopolitas, ocupando principalmente ambientes de regiGes tropicais,
subtropicais, temperadas e com grande representacdo em florestas neotropicais (GENTRY,
1988; LEWIS et al., 2005). Dividem-se em seis subfamilias: Caesalpinioideae, Cercidoideae,
Detarioideae, Dialioideae, Duparquetioideae e Faboideae (LPWG, 2017). Seus representantes
incluem mais de 700 géneros e por volta de 20.000 espeécies, as quais produzem frutos do tipo
legume, ou vagem, que ao secar se abrem liberando as sementes (CRONK; PENNINGTON,
2006; ENCYCLOPAEDIA BRITANNICA - FABACEAE).

As leguminosas sdo consideradas de grande importancia econémica, social e ecolégica
(BARROSO et al., 2007). Utilizadas desde a invencgéo da agricultura, ha cerca de 10.000 anos,

tanto em casos de enriquecimento do solo para planta¢des, quanto para a alimentacéo. Possuem
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gréos com alto valor nutritivo - “alimento dos pobres” (MESSINA, 1999; ABREU; BIAVA,
2005; SOUZA; LORENZI, 2005; BARROSO et al., 2007; MESQUITA et al., 2007;
HERLING, 2016). Dentro dessa familia, a subfamilia Faboideae é considerada a mais
importante do ponto de vista econémico. O grdo de bico (Cicer arietinum), a ervilha (Pisum
sativum), a lentilha (Lens culinaris), o feijdo (Phaseolus vulgaris), a soja (Glycine max), entre
outros, sdo bons exemplos, interessantes sobretudo pelo contetdo proteico disponivel em seus
grdos (BARROSO et al., 2007; MINNEY et. al., 1990).

O consumo de leguminosas foi incorporado a habitos alimentares locais de muitas
regides. A ervilha em paises asiaticos, o “feijdo comum” em paises da América Latina e da
Africa, e até mesmo na culinéria de paises do Oriente Médio, que utilizam amplamente o grio
de bico e a lentilha (BARRUETO-GONZALEZ, 2008). Entretanto, € comum que diversos
grdos dessa familia sofram com o ataque de insetos durante o periodo de desenvolvimento da
planta ou até mesmo durante o armazenamento. Esses insetos sdo classificados como insetos
fitéfagos e descritos como insetos praga, ou pragas agricolas. Eles apresentam um tamanho
populacional capaz de provocar varios danos as plantas, e em seus produtos e subprodutos, de
forma a reduzir a quantidade e a qualidade de produtos agricolas produzidos pelo homem
(IMENES; IDE, 2002).

Cerca de 20 espécies, pertencentes a seis géneros de Bruchinae, sdo capazes de se
desenvolver em grdos de leguminosas armazenados e consumidos pela populagédo
(SOUTHGATE, 1979). Por isso, existe uma grande necessidade de desenvolvimento de estudos
comportamentais e fisiologicos que envolvam essas espécies. Também, devido ao aumento da
demanda de leguminosas no Brasil, faz-se necessario um maior investimento em condi¢des de
armazenamento destes grdos. Pois, durante 0 armazenamento, as sementes estdo sujeitas a
danos causados tanto por fatores abioticos quanto por insetos praga (GABAN; GUARNIERI,
2015).

O principal inseto praga de grdos armazenados € o Z. subfasciatus (Coleoptera:
Chrysomelidae: Bruchinae). A infestacdo ocorre quando a planta ainda esta em campo (fémeas
penetram nas vagens para ovipositar) ou, principalmente, quando os graos ja estdo estocados
em armazéns (GIRAO FILHO, 2014). As larvas, ao eclodirem, penetram no gro, consumindo
0 mesmo. Mais especificamente, consumindo os cotilédones (MOLES; WESTOBY, 2004,
SPERANDIO; ZUCOLOTO, 2004). Essas estruturas, também conhecidas como folhas
germinais, tem papel fundamental no desenvolvimento da planta, durante a germinacdo e em

fases iniciais (OLIVEIRA; MORAES, 1999). Elas armazenam nutrientes que sao transportados
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para areas responsaveis pelo crescimento e desenvolvimento do vegetal, de modo a diminuirem
gradualmente de tamanho até que murcham e caem (GARCIA-CEBRIAN et al., 2003).

Os nutrientes fornecidos pelos cotilédones sdo substancias de reserva (principalmente
carboidratos, também lipidios e proteinas), minerais, hormonios e fotoassimilados, todos
importantes para o desenvolvimento e estabelecimento da plantula. Qualquer dano a esse 6rgédo
pode resultar em prejuizo no desenvolvimento da planta, podendo até inviabilizar o gréo
(MULLEN, 1996; PEREIRA; SALVADORI, 2006; HAYASHI et al., 2012; SOUZA et al.,
2018).

Espécies fitdfagas provocam grandes perdas ao se alimentarem do grdo ou de partes
dele. Tais perdas podem ser consideradas sob diferentes aspectos: perda de peso dos gréos, do
poder germinativo e do vigor da semente, do valor nutritivo, perda quanto a reducéo do padrédo
comercial e da qualidade por conta da contaminacdo da massa de grdos, etc. De modo
complementar a esses prejuizos, somam-se também os danos indiretos que ocorrem em
decorréncia do favorecimento da entrada de microrganismos, como fungos, por exemplo
(HOHMANN; CARVALHO, 1989). Ainda, devido a producdo comercial em grande escala de
apenas poucas espécies de leguminosas, muitos dos bruquineos encontrados em armazéns
possuem capacidade de se reproduzir em uma vasta diversidade de grdos (HOWE; CURRIE,
1964). Todavia, cada bruquineo é considerado um consumidor tipico de um grédo especifico
(HOWE; CURRIE, 1964).

Diante dos fatos observou-se que o Z. subfasciatus é capaz de selecionar o alimento,
desde que seu desenvolvimento ocorra integralmente dentro de um unico grdo, o qual
normalmente é o P. vulgaris - ‘feijao comum” (CREDLAND; DENDY, 1992). Posto isto, 0
conhecimento da biologia deste animal e dos mecanismos anatémicos e fisiol6gicos envolvidos

nas respostas a interacao inseto-hospedeiro é importante também para a agricultura.

1.5 Biologia de Zabrotes subfasciatus

Os carunchos da espécie Z. subfasciatus sdo pequenos besouros, conhecidos como
pragas agricolas (BOHEMAM, 1833). Eles tém sua origem em regides tropicais e subtropicais
das Américas Central e do Sul, encontrando-se amplamente distribuidos no Chile e nos Estados
Unidos (BONDAR, 1936). Eventualmente, podem ser encontrados em regides de clima
temperado e frio (ROSSETTO, 1966, DECHECO et al., 1986). Sdo conhecidos como uma das
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principais pragas do “feijao comum” (P. vulgaris L. - Fabaceae), utilizando-o0 como hospedeiro,
principalmente durante o periodo de armazenamento (DENDY; CREDLAND 1991; HAINES
1991). As perdas geradas por ele em grdos armazenados alcangam 13% na regido tropical
(SOARES et al., 2014; GUZZO et al., 2018).

Sabe-se que Z. subfasciatus originalmente predou Phaseolus lunatus, e, provavelmente,
suas larvas desenvolviam-se em ancestrais selvagens do feijdo comum, na América Central e
norte da América do Sul. Ha também relatos que fazem referéncia a ataques de Z. subfasciatus
a sementes de P. vulgaris, P. lunatus e Vigna unguiculata em regides tropicais da América do
Sul, América Central, Asia e Africa (DAVIES, 1972; CARVALHO; ROSSETTO, 1968;
HOWE; CURRIE, 1964; MENDES FERREIRA, 1960; SINGH et al., 1979).

Suspeita-se que a espécie chegou a Europa por meio de feij0es infestados e, a partir dali,
vem sendo capaz de utilizar também outros tipos de legume como hospedeiros, ampliando seu
leque de possibilidades para reproducdo (MEIK; DOBIE, 1986).

Os individuos de Z. subfasciatus apresentam dimorfismo sexual (FIGURA 1). Quando
adultos medem de 1,8 a 2,5 mm de comprimento, apresentam coloracdo castanho escura e,
guando em repouso, seus élitros deixam a mostra o ultimo segmento abdominal, o pigideo.

Na figura 1 é possivel observar que as fémeas apresentam um tamanho corporal maior
que o dos machos e também quatro manchas de cor creme nos élitros, enquanto os machos sao
inteiramente pardos (GALLO et al., 1988; YOKOYAMA, 2006).
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Figura 1 - Dimorfismo sexual apresentado pela espécie Z. subfasciatus.

20x

Fonte: Do Autor (2021).

Nota: Zabrotes subfasciatus: (A) Vista dorsal, macho (a esquerda) e fémea (a
direita). Setas apontam para as quatro manchas de cor creme,
caracteristicas de fémeas da espécie. (B) Vista ventral, macho (a
esquerda) e fémea (a direita). Barras delimitam o tamanho corporal.
Observacdo em lupa com aumentos de 20x e 40x, respectivamente.

As fémeas de Z. subfasciatus (Coleoptera: Bruchinae) podem se reproduzir de forma a
ovipositar em sementes que foram expostas por abertura da vagem (deiscéncia) ou como
consequéncia da manipulacdo prévia de outros predadores (BALACHOWSKY, 1962).
Entretanto, diferentemente dos outros bruquineos, elas precisam de um contato direto com os
grdos para estimular o desenvolvimento ovariano (CREDLAND; DENDY, 1992). Pode ser este
0 motivo que levou os Z. subfasciatus a se adaptarem melhor em armazéns do que em campo
(CARVALHO; ROSSETO, 1968).

Até o presente momento ndo existe um conhecimento aprofundado sobre a influéncia
de fatores ecoldgicos na fisiologia reprodutiva dos besouros da subfamilia Bruchinae. Ainda
assim, ha estudos relacionando alguns bruquineos a seus hospedeiros. Esses estudos revelam
gue as sementes e as vagens da planta hospedeira sdo capazes de aumentar o numero de
encontros sexuais da espécie. Os resultados refletem na estimulacdo da oogénese e na postura
de ovos pelo inseto, de forma que as larvas ja iniciem seu desenvolvimento ao entrarem em
contato com o alimento que utilizardo (LABEYRIE, 1962; HUIGNARD, 1973; POUZAT,
1970; ALZOUMA; HUIGNARD, 1981; PIMBERT; PIERRE, 1983).

Em condic¢des adequadas, as fémeas do Z. subfasciatus depositam seus ovos elipticos
sobre os gréos. Esses grdos séo protegidos por uma substancia secretada na hora da oviposicéo,

a qual é responsavel por fixa-los firmemente a semente (SOUTHGATE, 1979).
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Segundo Carvalho e Rosseto (1968), a larva que eclode do ovo fixado no gréo pelo Z.
subfasciatus perfura o tegumento da semente e completa o seu desenvolvimento, alimentando-
se somente do conteudo ali encontrado (SOUTHGATE, 1979; CREDLAND; DENDY, 1992).
Ao se desenvolver, transforma-se em pupa e, quando o desenvolvimento se completa, constroi

uma janela circular na testa da semente, por onde sai para a vida adulta (FIGURA 2).

Figura 2 - llustracéo do processo de oviposicéo, realizado por fémeas de Z. subfasciatus, e do desenvolvimento
do tipo holometabolo apresentado pela espécie.

Fonte: Do Autor (2021).

Nota: (A) Fémea ovipositando, (B) larva penetrando no grdo, (C) larva em desenvolvimento, (D) pupa em
desenvolvimento, (E) inseto adulto pronto para sair do gréo e (F) grdo com janela circular formada para
a saida do Z. subfasciatus.

As condicdes ideais para o desenvolvimento do Z. subfasciatus séo de 32°C e 70% de
umidade relativa do ar, com uma temperatura limite de 38°C (HILL, 1990; CORREA et al.,
2021). O periodo médio de desenvolvimento do ovo ao adulto é por volta de 34 dias, e depende
da temperatura ambiente (DENDY; CREDLAND, 1991).

O méaximo de fecundidade registrado por uma fémea foi de 55 ovos, porém a média é
cerca de 35 ovos por fémea, com um pico de oviposicdo ocorrendo, geralmente, no terceiro ou
quarto dia da emergéncia (DENDY; CREDLAND, 1991; TEIXEIRA; ZUCOLOTO, 2003;
TEIXEIRA et al., 2008).

O periodo de oviposicdo é de no maximo 12 dias, sendo raro ovipositarem nos ultimos
dias. Em média 75% dos ovos colocados sobre os gréos ddo origem a um adulto (TEIXEIRA,;
ZUCOLOTO, 2012). E, quando adultos, os bruquineos desempenham apenas funcdo
reprodutiva (ROMERO-NAPOLES, 2002; KINGSOLVER, 2004).

Ademais, na fase adulta os Z. subfasciatus geralmente nio se alimentam (CORREA et
al., 2020). No momento da oviposicao, as fémeas escolhem grdos com recursos disponiveis em

abundancia para seus descendentes, garantindo que o desenvolvimento ocorra com sSucesso
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(CARVALHO; ROSSETTO, 1968). Elas determinam a quantidade e a qualidade do alimento
que ira prepara-los para toda a vida (SINGER, 1986).

1.6 Interacdo inseto - hospedeiro: respostas fisiologicas do inseto a compostos volateis

Estudos que visam as estratégias de selecdo para a procura do melhor hospedeiro
sugerem a existéncia de uma sequéncia de eventos, cuja ordem pode ser dividida em duas fases.
A primeira é definida como “fase da procura”. Ela tem duracao até o momento em que é firmado
0 contato com o alimento, ou com o potencial hospedeiro, através de informacdes visuais e
olfatorias. A segunda ¢ definida como “fase de reconhecimento”. Durante essa fase, o inseto se
certifica que encontrou exatamente aquilo que procurava e permanece no sitio até 0 momento
da ingestdo ou oviposicao (SCHOONHOVEN; VAN LOON; DICKE, 2005).

E notorio que os insetos apresentam habilidade para diferenciar de forma precisa até
mesmo as menores quantidades de uma mistura, ou ainda, de um odor especifico presente no
ambiente ao seu redor (THOMAZINI, 2009). Também é descrito que a comunica¢do quimica
é a forma mais utilizada por esses animais durante a localizacdo de seus hospedeiros. Insetos
fitofagos comumente encontram os graos ideais através de odores liberados pela estrutura
vegetal e selecionam o seu hospedeiro através de recursos visuais e olfatorios (DIAS-PINI et
al., 2016).

Apesar de existirem diversos tipos de comunicacdo, a comunicacdo quimica € a Unica
que podemos encontrar em todo e qualquer ser vivo. E utilizada tanto em relacdes
intraespecificas (organismos da mesma espécie) quanto interespecificas (organismos de
espécies diferentes) (BROWN; EISNER; WHITTAKER, 1970; LAW; REGNIER, 1971). Os
compostos quimicos envolvidos nesse tipo de comunicacdo sdo denominados semiogquimicos
(“sinais quimicos” — NORDLUND, LEWIS, 1976) ou, de maneira mais especifica,
infoquimicos (DICKE; SABELIS, 1988; VILELA; DELLA LUCIA, 2001). E encontram-se
divididos em dois grandes grupos: os feromonios e os aleloquimicos.

Os feromdnios s@o substancias liberadas por organismos vivos e detectadas por outros
individuos da mesma espécie, de maneira a gerar mudancas comportamentais especificas
(DICKE; SABELIS, 1988). Ja os aleloquimicos possibilitam relagGes entre individuos de
especies diferentes e podem ser divididos, basicamente, em trés grupos: alomonios,

cairomonios e sinomonios. Os aloménios sdo compostos utilizados principalmente para defesa
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do organismo, favorecendo, portanto, a espécie emissora do sinal; os cairomoénios sdo
substancias liberadas que favorecem os receptores do sinal; e os sinomonios sédo aqueles
capazes de favorecer tanto o emissor quanto o receptor do sinal (SILVA, 2005). Essas
moléculas de odor sdo liberadas no ambiente e reconhecidas pelos animais através de sistemas
associados a olfacéo.

No caso dos insetos, o reconhecimento de moléculas de odor ocorre através de 6rgaos
olfativos periféricos, presentes basicamente nas antenas, podendo ser reconhecidas também
através dos palpos labiais e/ou maxilares (HANSSON; STENSMYR, 2011). Eles recebem a
informac&o sobre o odor presente no ambiente através de neurdnios olfativos associados a
sensilas. As sensilas recobrem a superficie do 6rgdo, permitindo a passagem das moléculas e
encaminham a informacdo ao cérebro do animal para gerar respostas ao estimulo (WICHER,
2015).

Quase todos os organismos Vvivos respondem a odores oriundos do ambiente e contam
com um sistema olfatdrio para a sobrevivéncia e a reproducdo (GRABE; SACHSE, 2018). Os
animais, assim como as plantas, podem utilizar compostos volateis para sua comunicagdo e
interacdo com o0 ambiente (DUDAREVA et al., 2006). Essas substancias sdo importantes para
diversas atividades comportamentais, tais como: a localizagéo de presas, forma de defesa ou
agressividade, no processo de selecdo de plantas, na escolha de locais para oviposicdo, no
cortejo e acasalamento para animais (feroménios), na organizacao de atividades sociais, entre
outras (SONENSHINE, 1985; WALGENBACK et al.,, 1987; BURKHOLDER, 1990;
FOSTER; HARRIS, 1997; VILELA; DELLA LUCIA, 2001a; STADLER, 2002).

Atualmente, sdo conhecidos um minimo de 1700 compostos volateis que foram isolados
de mais de 90 familias de plantas (KNUDSEN; GERSHENZON, 2006). Esses compostos
podem ser formados em diferentes partes das plantas, ou seja, pelas folhas, flores, frutos e
raizes. Os volateis vegetais chegam a somar por volta de 1% dos metabdlitos secundarios. Eles
sdo representados por uma gama de substancias (terpendides, benzendides/fenilpropandides,
derivados de &cidos graxos e de aminoacidos) e podem agir de maneira a atrair ou repelir
predadores, sendo bem especificos em sua interacdo (DUDAREVA et al., 2004).

De forma geral, os insetos possuem a habilidade de distinguir com precisao quantidades
de um determinado odor, ou até mesmo de uma mistura deles, ainda que exista uma variedade
de outros odores ao redor (THOMAZINI, 2009). Isso permite, por exemplo, que uma fémea
acasalada, a procura do local ideal para ovipositar, seja capaz de localizar a planta hospedeira

mesmo que existam outras substancias ao redor (SHOONHOVEN et al.,, 2007). O
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reconhecimento ocorre, principalmente, por meio da utilizacdo de recursos olfatorios
(GADENNE et al., 2016).

Estudos realizados com fémeas de Z. subfasciatus indicam que a semente de P. vulgaris
por si sO € capaz de estimular a oogénese, 0 que sugere que a atividade reprodutiva das fémeas
pode ser modulada por informagGes olfatorias, gustatorias e/ou tateis (PIMBERT; PIERRE,
1983). Estudos anteriores, realizados pelo mesmo grupo, j& haviam assinalado que o
comportamento de reconhecimento do hospedeiro, praticado por Z. subfasciatus, ocorria de
forma que a fémea do inseto andava sobre os grdos de maneira a examinar cuidadosamente a
superficie do grdo com suas antenas, maxilares e palpos labiais (PIMBERT, 1980).

Em interacGes do tipo inseto-planta é essencial encontrar e selecionar o hospedeiro ideal.
Ele é capaz de preencher as necessidades nutricionais e representa um sitio adequado para
oviposicdo (BRUCE et al., 2005). A procura por esse hospedeiro é realizada com base em uma
combinacdo de recursos visuais, olfatérios e gustatérios os quais consistem basicamente em
Orgdos especializados na captagdo e transmissdo de estimulos olfativos e mecanicos
(FERNANDEZ; HILKER, 2007). Esses 6rgdos realizam suas fun¢des com grande sensibilidade
e especificidade, sendo capazes de perceber mudancas quimicas no ambiente, como diferencas
na concentragdo ou na composi¢do de compostos. Por esse motivo, 0S compostos organicos
volateis tornaram-se alvos em pesquisas voltadas para o controle seletivo de insetos praga
(BURKHOLDER, 1990).

Os receptores olfativos neuronais sdo frequentemente encontrados nas antenas e,
portanto, é também provavel que substancias volateis produzidas pela planta hospedeira sejam
detectadas por essas estruturas (SATO; TOUHARA, 2009; CAREY; CARLSON, 2011,
HANSSON; STENSMYR, 2011). A extremidade do maxilar e os palpos labiais igualmente
possuem receptores. Seus receptores exibem funcdo gustativa, estando os dos palpos
particularmente ativos durante a fase de reconhecimento da planta hospedeira (PIMBERT,
1983). Esses receptores sdo denominados sensilas e séo frequentemente associadas com o perfil
comportamental e com a escolha do hospedeiro (SCHNEIDER, 1964; OCHIENG et al., 2000).
A caracterizacdo dessas estruturas em diversas espécies de besouros é descrita por muitos
estudos através de técnicas de microscopia eletrbnica de varredura - MEV (RITCEY;
MCLVER, ,1990; JOURDAN et al., 1995; MERIVEE et al., 1998, 1999, 2002; BARTLET et
al., 1999; LOPES et al., 2002; SAID et al., 2003). Entretanto, poucos trabalhos enfatizam a
subfamilia Bruchinae (HU; ZHANG; WANG, 2009; URBANEK; TUSZCZEK; KAPUSTA,
2016).
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As sensilas podem apresentar fungcbes mecano, quimio, termo e higrorreceptoras. A
funcdo exercida é associada com a morfologia apresentada (CHAPMAN, 1998). Também é
descrito que sensilas do tipo tricoide, caética e basicbnica sdo encontradas em segmentos
antenais e em palpos de insetos. As sensilas tricoideas tém fungdo quimio e também
mecanorreceptora. Respondem a estimulos mecénicos, a feromonios e a substancias atrativas -
compostos  volateis, liberados por possiveis hospedeiros (ZACHARUK, 1980;
STEINBRECHT; GNATZY, 1984; STEINBRECHT, 1987; HALLBERG et al., 1994; KEIL,
1997; STEINBRECHT, 1997 HANSSON, 1999; HILL, 2009). As sensilas caéticas podem ter
fungéo quimiorreceptora de contato (ZACHARUK, 1985; BARTLET et al., 1999; ZHANG et
al., 2016). E as sensilas basicénicas demonstram ter fungéo olfatoria. Normalmente apresentam
superficie com um grande numero de poros (ZACHARUK, 1985; HANSSON, 1999;
KELLING et al., 2002; MISSBACH et al., 2014).

J& as sensilas stiloconica e coelocénica, por exemplo, ndo sdo encontradas em antenas,
estando presentes apenas em segmentos terminais de palpos bucais e maxilares. Apresentam,
respectivamente, funcdo quimiorreceptora e termo/higrorreceptora. Sao associadas ao
reconhecimento de compostos ndo volateis de sementes de plantas, por funcdo gustatoria, e
frequentemente encontradas em palpos de larvas e em estagios iniciais do desenvolvimento de
insetos (ISHIKAWA; HIRAO, 1963; ALTNER et al., 1983; STEINBRECHT, 1998;
NAGNAN-LE MEILLOUR et al., 2000; TANG et al., 2014). Além disso, é conhecida a
presenca de maltiplas sensilas também em estruturas corporais como apéndices bucais, patas e
ovipositor. Elas seriam menores e estariam presentes em menor quantidade na estrutura
reprodutiva (RICE, 1977, 1982; CRNJAR et al., 1989; VAN LENTEREN et al., 2007;
KLINNER et al., 2016). Alias, trabalhos ja concluidos demonstraram que besouros do feijdo
fazem uso de sensilas, tanto das antenas quanto dos palpos maxilares, na intencédo de identificar
seu hospedeiro (BRUCE et al., 2005; FIELD et al., 2000; SZENTESI, 1976). Os palpos
possuem quimiorreceptores que participam do processo de reconhecimento da superficie das
sementes utilizadas pelo inseto (POUZAT, 1981).

Sinais ambientais percecebidos pelos carunchos parecem desencadear as respostas
fisiolOgicas, particularmente aquelas associadas a reproducdo. As respostas do Z. subfasciatus
a presenca do hospedeiro mostram-se muito mais acentuadas quando o contato € com a semente
do que quando é com a vagem (PIMBERT, 1983). Dessa forma, pode-se inferir que quando os
grdos ainda estdo dentro da vagem ndo ocorre um contato profundo do inseto com os volateis.
Talvez seja esse 0 motido das respostas fisioldgicas parecerem menos intensas nesse contexto.

Posto isto, é fato a necessidade de estudos mais aprofundados das estruturas associadas as
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respostas fisioldgicas em insetos perante o reconhecimento de compostos organicos volateis
liberados pelas plantas no ambiente.
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2 PROBLEMA E HIPOTESE

Trabalhos prévios mostraram a existéncia em Z. subfasciatus da seguinte hierarquia de
preferéncia de hospedeiros para oviposigéo: feijao > soja > lentilha > gréo de bico (TEIXEIRA
et al., 2008). Foi demonstrado ainda que esta hierarquia pode ser parcialmente modificada
mediante experimentos de selecdo artificial, sugerindo a existéncia de plasticidade fenotipica
capaz de permitir mudancas evolutivas que incluam a utilizacdo de novos hospedeiros
(TEIXEIRA etal., 2008; 2009; 2016). Esta capacidade adaptativa requer que a fémea de alguma
maneira reconheca o substrato de oviposi¢do, o0 aceite ou o rejeite. Varias caracteristicas das
sementes podem ser responsaveis por determinar o comportamento final. Entre elas se
encontram a textura e o tamanho da semente e, ainda, compostos das sementes como
aminoacidos, inibidores de proteinases, alcaldides, além de substancias volateis (compostos
orgénicos volateis, em inglés VOCs) (JANZEN, 1981; SZENTESI, 2003). Porém, como
hipotetizado por Teixeira et al. (2008), o fator determinante da escolha deve ser percebido pela
fémea antes de ovipositar. O tamanho e a textura da semente parecem ndo ser determinantes
(MARTELETO; LOMONACO; KERR, 2009). Assim, neste trabalho sustentamos a hipotese
de que compostos volateis emanados pelas sementes sdo os determinantes da escolha de
hospedeiro por fémeas de Z. subfasciatus. Estes compostos agiriam sobre as fémeas atraindo-
as as sementes para serem usadas como substrato de oviposicdo desencadeando respostas

fisiolégicas do eixo olfagcdo-cérebro-horménios reprodutivos-ovogénese.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo geral identificar mecanismos fisioldgicos

envolvidos na selecdo de hospedeiro por fémeas de Z. subfasciatus.

3.2 Objetivos especificos

Encontram-se listados abaixo os objetivos especificos do presente trabalho:

a)

b)

avaliar a probabilidade de atracdo/rejeicdo em fémeas de Z. subfasciatus (criados
em feijdo) por sementes de diferentes espécies de leguminosas (feijao, gréo de

bico, lentilha e soja);

investigar as possiveis diferentes respostas de diversas partes da semente
(tegumento e endosperma + embrido) no comportamento de atracao/rejeicao

sobre fémeas de Z. subfasciatus;

identificar os compostos volateis presentes em sementes do hospedeiro e

possivelmente responsaveis pelos efeitos de atracdo/rejeicdo do Z. subfasciatus;
analisar a participacdo das antenas no processo de selecdo do hospedeiro;
apontar caracteristicas morfologicas e fisioldgicas de individuos adultos

potencialmente envolvidas no reconhecimento de volateis hospedeiros-

especificos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Visdo geral dos experimentos

Para testar a hipdtese de que os Z. subfasciatus sdo atraidos por compostos volateis
liberados pelos gréos foram realizados testes comportamentais. Os testes ocorreram em arenas
de dois tipos: mdaltiplas simultaneas (todas as opc¢des de grdos testadas ao mesmo tempo) e
multiplas pareadas (duas opcdes testadas por vez). Apds, era necessario saber se 0S compostos
atraentes presentes nos grdos estavam localizados em uma parte especifica das sementes ou
dispersos por toda a semente. Entéo, para responder a esta questdo, foram realizados testes em
arenas de forma a confrontar gréos inteiros vs partes desses graos (tegumento e endosperma +
embrido).

Sementes de feijdo e de grdo de bico foram as escolhidas para ter seus compostos
extraidos por processos de aeracdo, como forma de investigar quais seriam os volateis liberados
por esses graos. E as aeracOes foram seguidas de analises por cromatografia gasosa associada a
espectrometria de massas, para a identificacdo das substancias presentes em cada um dos graos.

Como forma de averiguar a participacdo das antenas durante a procura e reconhecimento
do hospedeiro ideal, testes comportamentais foram realizados com carunchos antenectomizados
(sem a antena direita, sem a antena esquerda e sem as duas antenas simultaneamente) em
contato com sementes de feijao (hospedeiro usual) e de gréo de bico (hospedeiro mais evitado).

Antenas de machos e fémeas do Z. subfasciatus foram preparadas e analisadas por
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), para investigar a ocorréncia de dimorfismo
sexual em estruturas sensitivas de reconhecimento quimico.

A figura 3 apresenta um esquema representativo dos procedimentos realizados

(fluxograma experimental).
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Figura 3 - Fluxograma experimental

Z. subfasciatus apresentam preferéncia por alguma das sementes?

I Atividade de atragdo e rejei¢do pelas sementes I

' Partes dos grdos

n total=300 fémeas
(por situagdo testada)

Grios mlelros--_.:_—,‘f-'
@

n total=300 individuos de cada sexo
(por situacdo testada)

Testes comportamentais|
(ARENAS)

Quais compostos volateis compoem as sementes? As antenas sio estruturas importantes para a escolha?

Aeragoes dos graos Q d‘
Testes COmpOrtamEﬂtalS n total=300 individuos de cada sexo
(ARENAS)

(por situagdo testada)
Cromatografia gasosa/
Espectrometria de massas

Feijdo e Grio de bico (50g de cada grio)
4 testes independentes
Tempo entre 18h e 32,5h . - . .
Antenas de machos e fémeas sao iguais?

Microscopia Eletronica de Varredura
(MEV) (Yo}

n=10 individuos de cada sexo

Fonte: Do autor (2021).

Legenda: Representacéo esquematica da sequéncia de experimentos realizados para analise comportamental
e quimica. Os nimeros 1, 2, 3 e 4 dentro das setas escuras indicam a sequéncia de experimentos
realizada durante o desenvolvimento do trabalho.

4.2 Populac@es de carunchos — Z. subfasciatus

As populacbes matrizes de Z. subfasciatus foram coletadas em feijoes (P. vulgaris)
oriundos de residéncias e armazéns de leguminosas nas cidades de Alfenas e de Pogos de
Caldas, Minas Gerais. Foram mantidas em estufas entomoldgicas (fabricacdo propria) sob
condicdes controladas de temperatura (29°C) e umidade (70%), criadas em quantidade
abundante de hospedeiro (feijdo, P. vulgaris) e fotoperiodo ambiente (simulando armazém). O
estabelecimento de colbnias e a criagdo das populacdes de Z. subfasciatus foram adaptados de
Teixeira e colaboradores (TEIXEIRA; ZUCOLOTO, 2003; BARROS-DE-SOUZA,
TEIXEIRA, 2005; TEIXEIRA et al., 2008).

As populagdes de Z. subfasciatus utilizadas no desenvolvimento deste trabalho foram
mantidas em condi¢des ambientes de temperatura, umidade e fotoperiodo, assim como sao
encontradas nos armazéns comerciais. Foram criadas em frascos trasparentes de plastico (1L e

2 L) ou de vidro (500 mL). Os recipientes eram devidamente identificados e vedados por um
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pedaco de tecido (tule) preso a um eléstico. Dessa forma, o ambiente se mantinha bem aerado
e o tecido impedia o escape dos animais. Os frascos eram chacoalhados gentilmente em alguns
dias da semana para favorecer a aeracdo do ambiente. Ao nascerem, os adultos eram
selecionados aleatoriamente e utilizados em experimentos. Caso ndo houvesse experimentos,
eram mantidos em recipientes de cultivo por cerca de 15 dias, permanecendo em contato com
o feijdo para se reproduzirem e as fémeas ovipositarem (100 casais de adultos para cada 50
gramas de feijao). Apds esse periodo, eram retirados e descartados, e novos organismos
apareciam em até 15 dias, seguindo uma sequéncia de desenvolvimento com duracdo de
aproximadamente 32 dias (VALENCIA et al., 1986). As sementes utilizadas no experimento

foram analisadas previamente, e por qualquer sinal de dano foram descartadas.

4.3 Sementes

As amostras de sementes de feijdo (Phaseolus vulgaris L.), grdo de bico (Cicer
arietinum L.), soja (Glycine max) e lentilha (Lens culinaris) foram compradas no Mercado
Central da cidade de Pocos de Caldas, Minas Gerais, para a realizacdo de experimentos com
arenas em testes multiplos simultaneos (FIGURA 4). Durante 0s experimentos ocorreram
revezamentos utilizando o feijdo organico (marca: COOPER natural — feijdo carioca tipo 1), o
qual também foi comprado em Pocos de Caldas. Foi comprovado que o inseto escolhia o grdo
organico em proporcdes similares aos grdos do armazeém. Para 0s experimentos em arenas de
testes multiplos pareados, foram utilizadas amostras de sementes das mesmas espécies de graos,
mas que foram doadas pela EMBRAPA e pela Empresa Sementes Alianca Nova Era LTDA,

maiores informagdes encontram-se no quadro 1.
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Figura 4 - Gréos utilizados durante os experimentos.

Fonte: Do autor (2021).
Legenda: (A) Feijdo (P. vulgaris), (B) grdo de bico (C. arietinum), (C) soja (G. max) e (D) lentilha (L.
culinaris).

Quadro 1 - Descricao dos cultivares dos gréos utilizados em experimentos de arenas multiplas pareadas.

Grao Cultivar/ Variedade Origem/Doador

Feijdo Carioca BRS Estilo Sementes Alianca Nova Era LTDA EPP

Site: www.sementesalianca.com.br

Soja BRS 284 EMBRAPA Secretaria de Inovacéo e Negdcio
(SIN), Londrina-PR

Site: www.embrapa.br

Lentilha BRS Silvina Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(EMBRAPA), Brasilia-DF

Site: www.embrapa.br/hortalicas

Gréo de bico BRS Aleppo Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria
(EMBRAPA), Brasilia-DF

Site: www.embrapa.br/hortalicas

Fonte: Do Autor (2021).

Feijdo (Phaseolus vulgaris)

P. vulgaris é vulgarmente conhecida como feijao comum. Seu género totaliza mais de
50 espécies e tem o Brasil como maior produtor (PINHEIRO; DE FARIA, 2005; PROLLA,
2006; FAO, 2019). Nessa semente sdo encontrados nutrientes essenciais como proteinas, sais


http://www.sementesaliança.com.br/
http://www.embrapa.br/
http://www.embrapa.br/hortaliças
http://www.embrapa.br/hortaliças
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minerais (ferro, calcio, magnésio e zinco), vitaminas (com um destaque para as do complexo
B), e fibras (MESQUITA, 2007). Geralmente apresenta 1-octen-3-ol e 3-hexenol em sua
composicao, podendo também conter alcanos, aldeidos, hidrocarbonetos aromaticos, alcoois,
cetonas, terpenos e furanos, dependendo do cultivar (OOMAH; LIANG, 2007).

Gréo de Bico (Cicer arietinum)

Ocupa o terceiro lugar a nivel de importancia econémica no mundo, sendo o primeiro e
0 segundo lugares ocupados, respectivamente, pelo feijao e pela soja (MANARA; RIBEIRO,
1992; ICRISAT, 2013). E conhecido por ser um bom recurso na obtenco de energia, proteinas,
vitaminas (A, B6, C, E e K), fibras e minerais (célcio, fosforo, potassio, zinco, magnésio, ferro
e s6dio) (SANCHES-OCANA, 2009). Possui compostos fitoquimicos capazes de beneficiar a
salde, sendo aceito inclusive para tratamentos medicinais, em determinadas regifes da China
(WOOD; GRUSAK, 2007).

Trabalhos prévios revelaram que a semente possui acidos fendlicos (SOSULSKI;
DABROWSKI, 1984), isoflavonoides (ZHAO et al., 2009), e outros 132 compostos que
apareceram em analises por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. Estudos
realizados em 2006 encontraram mais de 230 metabdlicos secundarios no género Cicer.
Analises de amostras de cotilédones germinados, folhas, raizes, mudas, ndédulos e sementes de
C. arietinum também continham diversas substancias, sendo parte delas caracterizada como
compostos volateis (STEVENSON; ASLAM, 2006).

Soja (Glycine max)

A soja é considerada a leguminosa com maior teor de proteinas e 6leos. Por este motivo,
tornou-se uma semente muito utilizada na alimentagdo animal, inclusive de humanos
(MACIEL; POLETINE, 2004). Além de ser uma semente rica em proteinas, vitaminas, sais
minerais e isoflavona, ela também apresenta fibras soltveis e insolUveis, e acido fitico em sua
constituicado.

Possui compostos pertencentes as seguintes classes quimicas: alcool, aldeido, éster,
lactona, cetona e terpenoide (BOUE, 2003). E, de acordo com dados emitidos pela EMBRAPA,
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o cultivar utilizado nesse trabalho (BRS284) apresenta um teor médio de 38,7% em proteinas e
20,4% em 6leos.

Lentilha (Lens culinaris)

Uma das primeiras leguminosas a ser domesticada. Foi descoberta ao norte da Siria,
com provavel origem na Regido Mediterranea (HAWTIN et al., 1980; DUKE, 1983). Apresenta
grande quantidade de fitoquimicos bioativos, caracteristica que lhe confere tamanha
consideragdo como um bom recurso antioxidante. Alcaloides, glicosideos, fitoesterois,
terpenoides, compostos fenolicos soltveis e ndo sollveis, flavonoides, taninas, carotenoides,
tocoferois, acido fitico e saponinas sdo alguns exemplos. Sabe-se que também sdo ricas em
proteinas (normalmente quantidades por volta de 20 a 30%), probidticos e minerais (GUPTA
etal., 2013; BELAL et al., 2019).

Para a realizacdo dos testes comportamentais com o Z. subfasciatus foi utilizado o

cultivar BRS Silvina, que tem sua origem na Argentina e foi enviada para cultivo no Brasil.

4.4 Arena experimental

Para a realizacdo dos testes comportamentais de preferéncia e escolha de hospedeiros
foram fabricadas arenas experimentais. O primeiro modelo de arena foi fabricado em vidro
(FIGURA 5A). Ele apresenta uma base elevada sobre a qual é colocada uma placa de Petri
(diametro 15,0 cm), com outras 5 placas de diametro menor (6,5 cm) ao seu redor. As placas
menores sdo ligadas a placa central por tubos de vidro de 2 cm de comprimento e 0.7 cm de
didmetro.

As arenas de vidro foram utilizadas durante os testes comportamentais do tipo multiplos
simultaneos. Esses experimentos tiveram duracdo de 120 minutos, tempo que comecava a ser
contado assim que os Z. subfasciatus eram adicionados a placa de central. A cada experimento
quatro placas periféricas eram preenchidas com 10 g de diferentes graos, sendo a quinta placa
mantida vazia (controle). Outros experimentos tinham as placas periféricas preenchidas com
diferentes partes de um mesmo gréo (polpa, casca e grao inteiro), também mantendo uma placa

vazia (controle). Cosiderando que sempre havia 5 variaveis, a probabilidade de escolha para
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cada varidvel era de 20%. Foi observada a migragdo de Z. subfasciatus por toda a extensdo da
arena, bem como foi registrado o tempo que o caruncho levava para definir uma escolha.

O segundo modelo de arena foi construido utilizando material acrilico (FIGURA 5B).
Para a confecgdo deste modelo, foi utilizada uma base retangular em isopor (envolvida por um
plastico para evitar desgaste) e cinco placas de Petri de acrilico (OLEN, 60 x 15 mm,
esterilizadas com oxido de etileno). Uma placa foi colocada em posi¢do central e as outras
quatro placas foram distribuidas ao redor dela. As placas periféricas foram ligadas a placa
central por tubos de mangueira plastica transparente e atdxica, com 2 cm de comprimento e 0,4
cm de diametro. Esta arena foi utilizada para os testes comportamentais do tipo maltiplos
pareados, classicamente denominados “COM chance de escolha” e “SEM chance de escolha”.

Testes com chance de escolha consistiram em confrontar grdo A vs gréo B, ou grao vs
controle. Cosiderando que sempre havia 2 variaveis, a probabilidade de escolha para cada
variavel era de 50%. Os testes sem chance de escolha ocorreram com disputa entre placas
preenchidas com um mesmo tipo de grdo ou com todas as placas vazias (apenas situacao
controle). A finalidade dos testes sem chance de escolha foi demonstrar que todas as placas
periféricas apresentam a mesma probabilidade de escolha, eliminando qualquer interferéncia
que ocorresse por defeitos na estrutura da arena.

Os testes pareados tiveram duracgdo de 120 minutos, tempo que comecava a ser contado
assim que os Z. subfasciatus eram adicionados a placa de central. A cada experimento as placas
periféricas eram preenchidas com 9 g de gréos, ou eram mantidas vazias (controle). O nimero
de individuos que optou por algum grao foi contabilizado apenas ao final do experimento, e ndo
durante todo o tempo, como ocorria nos testes simultaneos. Os valores de escolha foram

registrados para a plotagem dos graficos e analise dos resultados.
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Figura 5 - lustracdo das arenas experimentais.
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Fonte: Do autor (2021).

Legenda: (A) Vista lateral e superior da arena de testes multiplos simultaneos. Um
aparato de vidro que contém uma placa de Petri central (15,0 cm de diametro)
ligada por tubos de vidro (2cm de comprimento X 0.7cm de didmetro) a outras
5 placas de petri menores (6,5 cm de diametro). (B) Vista semi lateral e superior
da arena de testes multiplos pareados. Base em placa retangular de isopor (2cm
de espessura) que contém cinco placas de petri (60 x 15 mm). Uma central ligada
por tubos de mangueira atoxica (2cm de comprimento X 0.4cm de diametro) e
outras quatro placas distribuidas ao redor dela. Os diferentes graos adicionados
nessa arena devem ocupar as posi¢des 1;3 ou 2;4, ou seja, organizados de
maneira intercalada, exceto quando forem realizadas arenas sem opcdo de
escolha, onde deve-se adicionar 0 mesmo gréo nas quatro posi¢des possiveis.
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4.5 Testes de atragdo/rejeicdo em arenas

Z. subfasciatus foram colocados em arenas de escolha para testar a hipotese de que
compostos emanados pelas sementes seriam 0s responsaveis pela hierarquia de preferéncia para
oviposicao apresentada por fémeas dessa espécie.

Trinta Z. subfasciatus (fémeas ou machos) de até 24 h de idade foram coletados, de
maneira aleatoria, mantidos em um tubo de vidro com tampa por cerca de 5 minutos (a fim de
acalmé-los), e colocados no centro da arena de testes maltiplos simultaneos (FIGURA 5A).
Cada placa na periferia da arena continha 10 gramas em graos de feijdo, soja, lentilha ou gréo
de bico, mais um compartimento sem grdos (controle) (FIGURAS 6A e 6B). Os carunchos
foram observados durante 120 minutos e os seguintes dados experimentais foram registrados:
(1) o numero de individuos que escolheu cada um dos compartimentos, (2) o horério que cada
escolha ocorreu, (3) a temperatura ambiente e (4) a umidade relativa do ar. A temperatura e a
umidade eram medidas no inicio de cada experimento, de acordo com os valores publicados no
site wheather.com para a cidade de Alfenas, Minas Gerais. Os dados registrados referem-se a
10 experimentos independentes.

Considerando que seriam encontradas hierarquias de escolha nestes experimentos,
também foram realizados testes que visavam identificar o sitio de origem dos compostos
volateis, casca ou interior das sementes. Para isso, as fémeas foram colocadas na arena central
e tiveram que escolher entre um dos cinco compartimentos: (1) tegumeento, (2) endosperma +
embrido, (3) gréo inteiro, (4) gréo inteiro umidificado e (5) auséncia de grédos (compartimento
controle); (FIGURAS 6A e 6B).

Testes multiplos simultaneos foram realizados também com machos, sob as mesmas
condicdes. O proposito era determinar o grau de participacdo dos machos no processo de
escolha do hospedeiro.

Embora os carunchos se deparem simultaneamente com diversas fragrancias em seu
habitat natural, foram realizados ensaios adicionais que consistiram na analise dois a dois com
chance de escolha (4; 50% - FIGURAS 6D e 6E) ou apenas uma varidvel para escolha,
distribuida nas diferentes regides da arena (testes sem chance de escolha), ilustrados na figura
6C. A intencdo desses ensaios foi de investigar com maiores detalhes a hierarquia de escolha
do hospedeiro pelo Z. subfasciatus, dimimuindo o nimero de variaveis e favorecendo 0s

resultados estatisticos, com maior precisao.
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Figura 6 - Arenas de escolha.

Fonte: Do Autor (2021).

Legenda: Testes de atracdo por diferentes partes do gréo realizados em “arena mdltipla simultanea”: (A)
Lentilha e (B) soja. Testes de atracdo realizados em “arenas multiplas pareadas”: (C) sem chance
de escolha — situacdo controle e (D) com chance de escolha - diferentes gréos, lentilha vs feijdo,
(E) soja vs gréo de bico.

4.6 Determinagédo da composicdo de volateis dos gréos

4.6.1 Ensaios de extracao por aeracgao

Sementes de feijdo comum (P. vulgaris L., Fabaceae) e de gréo-de-bico (C. arietinum
L., Fabaceae) foram utilizadas para a coleta de volateis. A escolha € associada ao fato de serem
0 hospedeiro usual e o0 hospedeiro ndo usual menos escolhido, respectivamente. Os cultivares
encontram-se descritos no quadro 1.

Através de técnicas de aeracdo € possivel coletar compostos volateis emitidos pelas
amostras em analise, nesse caso, as sementes hospedeiras de Z. subfasciatus. Durante o
procedimento, os compostos sdo adsorvidos em polimeros especiais (carvao ativo, Porapak Q
e Tenax, por exemplo) e apds, sdo dessorvidos com a utilizacdo de solventes quimicos (hexano,
diclorometano e éter etilico com alto grau de pureza) (ZARBIM, 2001).
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Esses sistemas de aeracdo normalmente sdo formados por cubas de vidro que
permanecem conectadas a uma entrada adaptada a uma coluna contendo carvao ativo, com a
finalidade de filtrar o ar. O fluxo de ar que ali passa é capaz de arrastar os volateis até a
extremidade oposta, onde sdo advorvidos no polimero. Ap6s um determinado periodo de tempo,
o fluxo de ar é interrompido e o sistema desconectado. Os polimeros s&o coletados, passam pelo
processo de dessor¢do e a amostra coletada é armazenada adequadamente, até que seja possivel
efetuar a identificacdo dos compostos.

Os volateis produzidos pelas sementes das plantas hospedeiras do caruncho-do-feijao
foram coletados pelo método de aeracdo em laboratério (25 £ 2 °C, 60 + 10% UR, fotoperiodo
de 12:12 h L:E e intensidade luminosa de aproximadamente 5000 lux). Amostras de 50 g de
grdos de cada uma das espécies de planta foram aeradas individualmente em camaras cilindricas
de vidro (22 cm de comprimento x 5 cm de didmetro interno) durante 18 a 32 h. Foram
realizadas quatro repeticOes para cada espécie, representadas pela coleta de volateis de graos de
lotes distintos. Ar purificado em carvédo ativado foi introduzido na camara de aeragédo a 0,5
L/min, saindo pela extremidade atraves de uma coluna coletora de volateis de vidro (8,5 cm de
comprimento x 0,5 cm de diametro interno) com 30 mg de polimero adsorvente HayeSep® Q
80/100 (Supelco, Bellefonte, PA, EUA). Foram realizadas aeragfes de cAmaras vazias como
controle para monitorar possiveis contaminantes presentes no sistema. Os volateis foram
dessorvidos das colunas coletoras utilizando-se duas aliquotas sucessivas de 150 puL de hexano
destilado em frascos de vidro de 2 mL. Foi adicionado 1 ug de acetato de nonila (padrdo interno
de quantificacdo) em todos os extratos para quantificacdo dos compostos. Os extratos foram

armazenados em freezer (-30°C) até o0 momento das andalises das amostras.

4.6.2 Separacao e identificacdo dos volateis

Os extratos resultantes das aera¢es foram analisados em um cromatdgrafo a gas GC-
2010 (Shimadzu Corp., Quioto, Japdo) com detector por ionizagdo de chama, equipado com
uma coluna capilar Rxi-1MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um; RESTEK, Bellefonte, PA, EUA).
Foram injetados 2 puL dos extratos em modo “splitless” a 250 °C, utilizando Hélio como gés de
arraste a velocidade linear de 25 cm/s. O forno do GC foi programado com uma temperatura
inicial de 40 °C por 5 min, elevando-se a 5 °C/min até 150 °C, na qual permaneceu por 1 min

e, entdo, atingiu 250 °C a 20 °C/min (mantida por 10 min).
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A quantificacdo dos compostos consistiu nas propor¢des das areas de pico em relagéo
ao padrdo interno. Os compostos presentes nos extratos “controle” foram eliminados das
analises.

Para a identificacdo dos compostos de interesse, foi injetado 1 pL de cada
extrato/tratamento seguindo o0 mesmo método de GC descrito anteriormente em um
cromatdgrafo a gds GCMS-QP2010 Ultra (Shimadzu Corp., Quioto, Japao), equipado com uma
coluna capilar Rtx-1 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um; RESTEK, Bellefonte, PA, EUA). Tanto a
interface como a fonte de ions foram mantidas a 250 °C. As massas foram analisadas no modo
por impacto de elétrons a 70 eV, em um intervalo de 35 a 280 m/z. Os compostos foram
identificados com base no Indice de retencdo de Kovats (K1) e similaridade com a biblioteca
NIST 11.

Tanto os ensaios de extracdo quanto as analises dos compostos volateis foram realizados
no Laboratorio de Ecologia Quimica e Comportamento de Insetos (INCT Semioquimicos na
Agricultura) da Universidade Superior de Sdo Paulo - Escola Superior de Agricultura “Luiz de

Queiroz” (ESALQ/USP), em colaboragao com o Professor Dr. José Mauricio Simdes Bento.

4.7 Retirada das antenas do Z. subfasciatus seguida por testes comportamentais multiplos

pareados

A hipétese do trabalho prediz que a escolha do hospedeiro para oviposi¢cdo pelos Z.
subfasciatus € uma consequéncia da atracdo por volateis emanados pelas sementes. Um
experimento alternativo para testa-la seria utilizar o classico ensaio bioldégico com antenectomia
(AMOS, 1967; TROUVELOT, 1877; FERREIRA, 2007; KHADKA, 2012; LOCKEY,;
WILLIS, 2015;). Assim, foram elaborados experimentos comportamentais, também em arena,
que incluiram a retirada de uma das antenas (direita / esquerda) ou de ambas simultaneamente.
Para isso, animais recém emergidos ou de até 12 horas foram selecionados, ao acaso, e
colocados em nimero de cinco dentro de um microtubo (650 uL). Apds, eles foram levados ao
freezer (-20°C) por 3,5 minutos, apenas para anestesia-los, visto que eles se movimentam muito
rapido e isso dificultaria o processo de retirada das antenas. Em seguida, foram colocados sobre
uma base de isopor e tiveram as antenas retiradas, com o auxilio de pinca e tesoura para

disseccdo em Lupa STEMI 305 (30x). Posteriormente, eles foram colocados em placas de Petri,
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devidamente identificadas com a condicdo experimental, e mantidos ali por um periodo de
recuperacdo, até apresentarem um méaximo de 24 h de vida.
Os Z. subfasciatus possuem antenas com 11 segmentos. Mediante o método utilizado,
era possivel retirar 9 segmentos das antenas, tanto em fémeas quanto em machos. Devido a
perdas por conta do processo de anestesia do animal, era necessario separar cerca de 40% acima
do nimero de carunchos necessarios para o experimento. Assim, ocorria a separagdo de 200
carunchos, garantindo que pelo menos 120 estariam em 6timas condicBes. Afinal, as arenas
eram realizadas simultaneamente, ou seja, quatro arenas por vez, sendo: (1) Z. subfasciatus
controle (com as 2 antenas, embora também tenham passado pelo processo de anestesia), (2) Z.
subfasciatus sem a antena direita, (3) Z. subfasciatus sem a antena esquerda e (4) Z. subfasciatus
sem ambas as antenas (FIGURAS 7 A, B, C e D, respectivamente). Como o “n” era de 30
carunchos por arena, somavam-se 120 Z. subfasciatus necessarios por experimento.
Os ensaios nas arenas tinham duragdo de 120 minutos. As arenas utilizadas eram do tipo
multiplas pareadas, com situacdo de gréo vs controle (sem graos) ou de gréo A vs grao B. Ao
fim deste tempo, os insetos eram contados e os resultados anotados em tabelas previamente

preparadas no livro ATA.
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Figura 7 - Participagdo das antenas durante o processo de escolha do hospedeiro por Z. subfasciatus.

Fonte: Do Autor (2021).

Legenda: Zabrotes subfasciatus, na placa central, durante a execucéo do experimento: (A) controle;
(B) sem a antena direita; (C) sem a antena esquerda e (D) sem as duas antenas. Foram
utilizados trinta insetos por teste realizado. O tempo de duracdo de cada experimento foi
de 120 minutos, com um n=10 experimentos independentes para cada situacdo. As quatro
situacOes foram sempre analisadas de forma simultnea nos testes.

4.8 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

O microscopio eletrénico de varredura (MEV) é um microscopio utilizado com a
finalidade de produzir imagens de alta resolugio da superficie de uma amostra. E (til para
analisar a estrutura superficial de determinada amostra, aspectos topograficos (HINKS, 2009),
composicgdo e caracteristicas de materiais, dentre outros (DEDAVID et al., 2007).

O principio de funcionamento deste tipo de microscopio consiste na utilizacdo de um
feixe de elétrons capaz de “varrer” a superficie da amostra ponto a ponto. A interagdo do feixe
de elétrons com a amostra gera sinais como elétrons secundarios, utilizado neste trabalho, mas
também uma série de outros sinais como elétrons retroespalhados, elétrons do tipo Auger. Além
disso, a interacdo elétrons-amostra também gera fotons, como Raios-X e catodoluminescéncia.

Para a obtencdo das imagens por MEV, os Z. subfasciatus foram utilizados de forma

gue mantivessem 0 corpo inteiro, ou seja, sem a necessidade de cortes para separar estruturas



48

corporais especificas. Assim, carunchos foram selecionados, aleatoriamente, e anestesiados, em
freezer (-20°C) durante cinco minutos. Em seguida, foram imersos em uma solucdo fixadora de
glutaraldeido 3% em tampéo fosfato (0,1M), em quantidade até cobrir a amostra, e mantidos
nessa solucdo (a 4°C), por duas horas. Posteriormente, foram mantidos em tampao fosfato
(0,2M) overnight. No dia seguinte as amostras foram lavadas com a solucéo de tampéo fosfato
(0.1M) por trés vezes de quinze minutos e submetidos a “pds fixacdo” em tetroxido de dsmio
(2% em tampéo fosfato 0,2M) por duas horas, e lavadas com tampao fosfato (0,1M) por duas
vezes de quinze minutos. Depois as amostras foram desidratadas em alcool etilico de forma
seriada (na capela): 30%, 50%, 70%, 80%, 90% e 100%, permanecendo por 10 minutos em
cada uma das concentragdes de alcool, com excecdo da Ultima (100%), foi deixada por trés
vezes de vinte minutos cada, procedimento realizado em temperatura ambiente.

Seguidamente, as amostras passaram por um processo de extracédo do liquido, mantendo
a estrutura intacta atraves do fendmeno de ponto critico (em inglés CPD — Critical Point Dryer)
em uma BalTec CPDO030. Diéxido de carbono e etanol (100% PA) foram os agentes de troca.
Essa etapa durou cerca de duas horas, e foi efetuada de acordo com a programacéo do aparelho.

Finalmente foram selecionados 10 machos e 10 fémeas para a montagem dos stubs de
aluminio com fita colante, de forma que foi possivel observar as estruturas alvo. Logo apos
foram pulverizados com ouro (Hitachi E-1010 / Leica EM SCD050) e levados para analises no
MEV (ZEISS EVO50). As analises foram realizadas no Laboratorio de Microscopia Eletronica
e Andlise Ultraestrutural - LME (UFLA), Lavras, Minas Gerais.
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4.9 Anélises estatisticas

Testes de escolha

Selecdo de hospedeiros — Testes de escolha multiplos simultineos e pareados: estes

experimentos foram realizados utilizando 30 fémeas ou 30 machos por teste, em um total de n=
10 (repeticBes), ou seja, dez experimentos independentes. As analises foram realizadas com
base na média dos resultados. Para determinar a existéncia de diferencas estatisticamente
significativas entre valores encontrados utilizamos o teste de Kruskal-Wallis, seguido por Dunn
(p< 0,05).

Selecdo de hospedeiros — Testes de escolha multiplos pareados (Grdo vs Grdo):

experimentos foram realizados utilizando 30 fémeas ou 30 machos por teste, em um total de n=
10 (repeticBes), ou seja, dez experimentos independentes. As analises foram realizadas com
base na média dos resultados. Para determinar a existéncia de diferencas estatisticamente
significativas entre valores encontrados utilizamos o teste de Mann-Whitney (p< 0,05).

Testes de escolha - investigacdo de partes dos grdos envolvidas na atracdo pelo

hospedeiro: experimentos foram realizados utilizando 30 fémeas por teste, em um total de n=
10 (repeticBes), ou seja, dez experimentos independentes. As analises foram realizadas com
base na média dos resultados. Para determinar a existéncia de diferencas estatisticamente
significativas entre valores encontrados utilizamos o teste de Kruskal-Wallis, seguido por Dunn
(p< 0,05).

Testes de timing: para essas andlises utilizados dados obtidos nos testes multiplos

simultaneos, ou seja, experimentos foram realizados utilizando 30 fémeas ou 30 machos por
teste, em um total de n= 10 (repeti¢cbes), ou seja, dez experimentos independentes. Para
determinar a existéncia de diferencas estatisticamente significativas entre valores encontrados

utilizamos o teste de Kruskal-Wallis, seguido por Dunn (p< 0,05).
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Testes de escolha - testes comportamentais com retirada das antenas: experimentos

foram realizados utilizando 30 fémeas ou 30 machos por teste, em um total de n= 10
(repeticdes), ou seja, dez experimentos independentes. As analises foram realizadas com base
na media dos resultados. Para determinar a existéncia de diferencas estatisticamente
significativas entre valores encontrados utilizamos o teste de Kruskal-Wallis, seguido por Dunn
(p< 0,05).

Tamanho das antenas de machos e fémeas (dados obtidos por analises de MEV): antenas

de Z. subfasciatus, maschos e fémeas, foram retiradas para a realizagdo de andlises por
Microscopia Eletronica de Varredura. As medi¢bes de tamanho foram realizadas através do
programa Image J, e os valores obtidos foram lancados no GraphPad Prism para a plotagem do
grafico. As andlises foram realizadas com base na média dos resultados para a antena de 20
diferentes animais (n=20, sendo 10 machos e 10 fémeas). Para determinar a existéncia de
diferencas estatisticamente significativas entre valores encontrados utilizamos o teste de Mann-
Whitney (p< 0,05).

* As analises estatisticas tiveram a colaboracao do Professor Dr. Luiz Alberto Beijo, do
Departamento de Estatistica da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG).
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5 RESULTADOS

5.1 Hierarquia de preferéncia por hospedeiros de Z. subfasciatus: testes multiplos simultaneos

As fémeas manifestaram maior escolha por gréos de feijao do que por sementes de grdo
de bico. N&o houve diferencas significativas na escolha pelos outros grdos, nem mesmo pelo
controle (FIGURA 8A), p=0,0158 (*), feijdo: x= 3,10/ SD = 1,66 e gréo de bico: Xx= 0,70/ SD
=0,78.

Os machos nao apresentaram preferéncia entre os graos testados. Também ndo houve
diferenca de escolha entre os graos e a situacdo controle (FIGURA 8B), p=0.1109 (ns), lentilha:
X = 6,10/ SD = 3,81, feijdo: x = 5,60/ SD = 2,91, soja: x = 5,40/ SD = 2,45; controle: X = 4,10/
SD = 3,72; gréo de bico: x=2,80/ SD = 1,93.

Os machos parecem migrar de forma aleatoria, movimentando-se rapidamente pela
arena, desde o inicio do experimento, diferente das fémeas. Isso fica claro ao observar as
porcentagens de migracdo (FIGURAS 8A e 8B — barras cinza e preto abaixo dos gréficos) e o
timing de escolha (FIGURA 9).
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Figura 8 - Atividade de escolha do hospedeiro por Z. subfasciatus.
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Fonte: Do Autor (2021).

Nota: (A) Fémeas em contato com grdos “in natura”, (B) Machos em contato com grdos “in
natura”. Os graficos mostram apenas a média do nimero de Zabrotes subfasciatus que
entrou em contato com cada gréo, o restante dos carunchos permaneceu na placa central.
Barras horizontais representam a porcentagem de insetos que fizeram alguma escolha
(cinza) e a porcentagem de insetos que ndo fizeram escolha por algum gréo, ficando na
placa central (preta). Barras verticais representam a média + e.p.m. de 10 experimentos
independentes. Letras iguais indicam que ndo ha diferenga significativa. (p<0.05, Kruskal-
Wallis seguido de Dunn). Maiores detalhes sobre valores estatisticos podem ser
encontrados no apéndice — Tabela 1.
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5.2 Perfil do timing de escolha de hospedeiros por Z. subfasciatus

No decorrer das duas horas de observacdo dos experimentos em arena foram registrados
cada um dos momentos em que um Z. subfasciatus fez a escolha por algum gréo. Esses tempos
foram plotados em um grafico. O intuito era averiguar se a preferéncia por determinado grao se
mantinha constante durante todo o tempo de experimento ou se havia varia¢des na escolha.

Foi possivel comparar os padrfes de escolha/tempo entre os gréos selecionados para o
experimento. Os dados permitiram também investigar se as sementes escolhidas com maior
prontid&o pelos carunchos liberam compostos organicos com maior grau de volatilidade.

O feijdo e a soja apresentam dispersdo similar até 30 minutos de experimento. Apos, 0
feijao se destaca como o mais escolhido. Ja a lentilha é percebida de maneira mais significativa
a partir de 90 minutos, e passa a ser tdo escolhida quanto o feijdo, por volta de 100 minutos de
experimento. O grao de bico manteve niveis mais baixos quando comparado aos outros graos,
apresentando valores menores que o controle (FIGURA 9A).

No grafico referente ao timing dos machos, figura 9B, ocorre um pico de escolhas logo
nos primeiros 30 minutos, para todos os grdos, seguido por uma queda. Em seguida, um pico
menor de escolhas, em 90 minutos de experimento, apenas para a lentilha. O gréo de bico foi
novamente menos escolhido do que o controle, e a escolha pelo feijdo apresentou um perfil
similar ao da soja durante todo o tempo de analise desse teste.

De uma forma geral, os resultados indicam que (1) as fémeas apresentam preferéncia
por feijdo e soja, evitando o grdo de bico (2) os machos ndo apresentam preferéncias entre graos,
mas também evitam o grdo de bico quando existem outras possibilidades de escolha

disponiveis.
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Figura 9 - Perfil do timing de escolha do hospedeiro por fémeas e machos de Z. subfasciatus.
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Fonte: Do Autor (2021).

Nota: (A) Fémeas de Z. subfasciatus em contato com gréos “in natura”, (B) Machos de
Zabrotes subfasciatus em contato com gréos “in natura”. O eixo y representa a média
referente ao nimero de carunchos que fez uma escolha, a cada 30 minutos de
experimento. O restante dos animais permaneceu na placa central.
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5.3 Hierarquia de preferéncia por hospedeiros de Z. subfasciatus: testes multiplos pareados

Os ensaios que avaliaram a preferéncia por determinado grdo, em testes multiplos
simultaneos, mostraram resultados interessantes e também pertinentes a hipdtese testada, tanto
para fémeas quanto para machos do Z. subfasciatus. Entretanto, foi pensado que submeter os
carunchos a situacdes com varias possibilidades simultaneas de escolha poderia confundi-los,
ainda que no ambiente natural eles se deparem concomitantemente com diversas fragrancias
ambientais (ou mesmo liberadas por outros insetos). Assim, foram realizados ensaios adicionais
em arenas para testes maltiplos pareados (teste de gréos aos pares), como forma de amenizar
essa mistura de cheiros.

Nos testes com chance de escolha (grdos vs controle), tanto fémeas quanto machos
escolheram significativamente os graos. 1sso ocorreu em todos os tipos de sementes testadas,
com p<0.0001 (***) para fémeas (FIGURAS 10A, 10B, 10C e 10D) e p=0,0002 (***) para
machos (FIGURAS 12A e 12B).

A FIGURA 10E representa o panorama geral de escolhas entre os gréos testados. Foi
plotada com o objetivo de comparar o0s resultados isolados de cada grdo em meio as situagoes
grdos vs controle (p=0,0039). De acordo com esses calculos o feijdo e o grdo de bico foram
escolhidos em proporgdes maiores do que a soja, enquanto a lentilha teve escolha similar a de
todos os graos.

Seguidamente, foram realizados testes do tipo grdo vs grdo. Os testes com as fémeas
resultaram na seguinte hierarquia de preferéncia: feijdo = soja > grédo de bico > lentilha
(FIGURAS 11A — p>0,05 ns / 11B - p<0,05* / 11C - p<0,05** / 11D - p<0,05*/ 11E -
p<0,05*** [ 11F - p<0,05**).

Os testes com machos resultaram em auséncia de preferéncia entre feijdo e grao de bico,
com p=0,1804 (ns) (FIGURA 12C).
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Figura 10 - Atividade de escolha do hospedeiro pelo Z. subfasciatus: Ordem de concorréncia — Fémeas.
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Fonte: Do Autor (2021).

Nota: (A - D) Condicdo controle vs grao (feijdo, grdo de bico, lentilha ou soja), por 120
minutos. (E) Representacdo geral do perfil de escolha entre os diferentes tipos de graos
— gréfico plotado com base nos valores encontrados para a escolha referente a cada tipo
de semente de forma a padronizar os resultados para possibilitar a comparacdo. Os
graficos mostram a média do nimero de Zabrotes subfasciatus que entrou em contato
com cada grlo, o restante dos carunchos permaneceu na placa central. Barras
representam a média * e.p.m. de 10 experimentos independentes. Letras iguais indicam
gue ndo ha diferenga significativa. (p<0.05, Kruskal-Wallis seguido de Dunn —
comparacao entre todos os pares). Maiores detalhes sobre valores estatisticos podem ser
encontrados no apéndice — Tabela 2.
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Figura 11 - Atividade de escolha do hospedeiro pelo Z. subfasciatus: Ordem de concorréncia — Fémeas.
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Fonte: Do Autor (2021).

Nota:

(A) Feijdo vs Soja, (B) Feijao vs Gréo de bico, (C) Feijao vs Lentilha, (D) Soja vs Gréo
de bico, (E) Soja vs Lentilha e (F) Grdo de bico vs Lentilha. A contagem dos Z.
subfasciatus foi realizada apenas ao final do experimento. Os graficos mostram a média
do nimero de Zabrotes subfasciatus que entrou em contato com cada gréo, o restante
dos carunchos permaneceu na placa central. Barras representam a média + e.p.m. de 10
experimentos independentes. p<0.05, calculos realizados através de teste de Mann-
Whitney (comparacao par a par). Maiores detalhes sobre valores estatisticos podem ser
encontrados no apéndice — Tabela 2.



Figura 12 - Escolha do hospedeiro por machos de Z. subfasciatus.
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Fonte: Do Autor (2021).
Nota: (A) Machos inseridos em arena com chance de escolha entre o grupo

controle e sementes de feijdo, (B) Machos inseridos em arena com chance
de escolha entre o grupo controle e sementes de grdo de bico e (C) machos
inseridos em arena com chance de escolha entre gréos (Feijao vs Grao de
bico). Os graficos mostram apenas a média do nimero de Zabrotes
subfasciatus que entrou em contato com cada grdo, o restante dos
carunchos permaneceu na placa central. Barras representam a média +
e.p.m. de 10 experimentos independentes. Letras iguais indicam que ndo
h& diferenca significativa. (p<0.05, Kruskal-Wallis seguido de Dunn —
comparacdo entre todos os pares) para os graficos A e B. p<0.05 quando
comparado com o grupo controle, teste de Mann-Whitney (comparagéo
par a par) para o grafico C. Maiores detalhes sobre o teste estatistico
podem ser encontrados no Tabela 3.
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5.4 Hierarquia de preferéncia por partes das sementes hospedeiras de Z. subfasciatus

Apos realizar testes em arena, confirmando que ocorre uma preferéncia pelo feijdo como
hospedeiro, foi necessario determinar se existe uma regido do grdo que apresenta maior
potencial para atrair os carunchos. O proposito era investigar diferentes regides da semente
objetivando encontrar o local responsavel pela producdo ou liberagdo dos compostos
envolvidos. Para cada ensaio realizado foram selecionadas 30 fémeas de Z. subfasciatus. Elas
foram inseridas em uma arena de testes multiplos simultaneos e testadas quanto a preferéncia
por diferentes partes da semente (sementes de feijéo, grdo de bico, lentilha e soja). A figura
13A mostra o resultado dos testes com feijéo. E possivel observar diferenca estatistica apenas
para tegumento e gréao inteiro quando comparados a situacdo controle, p=0,0071(**).

Para o gréo de bico (FIGURA 13B) nédo foram encontradas diferengas estatisticamente
significativas entre os gréos, nem quando os mesmos foram comparados ao controle, com
p=0,4421 (ns). Em testes com a lentilha também ndo houve diferencas estatisticas, p=0,1751
(ns) (FIGURA 13C). Testes com a soja (FIGURA 13D) denotam diferenca estatistica apenas
entre a polpa e o controle e p=0,0313 (*).

Adicionalmente, podemos observar que a maior parte dos caruchos optou para alguma
escolha, em todos os graos testados. A Unica excecao foi o grdo de bico, que teve uma alta taxa

de insetos preferindo continuar na placa central, ou seja, sem fazer qualquer escolha.
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Figura 13 - Analise da atratividade por diferentes partes do gréo.
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Fonte: Do Autor (2021).

Nota: (A) Feijdo, (B) Grdo de bico, (C) Lentilha e (D) Soja. Os gréficos mostram apenas a média do
nimero de Zabrotes subfasciatus que etrou em contato com cada grdo (ou partes especificas
dos gréos), o restante dos carunchos permaneceu na placa central. Durante este tempo, a
interacdo entre as fémeas e os gréos foi observada e registrada. Barras verticais representam a
média + e.p.m. de 10 experimentos independentes. Letras iguais indicam que ndo ha diferenca
significativa. (p<0.05, Kruskal-Wallis seguido de Dunn). Maiores detalhes sobre valores
estatisticos podem ser encontrados no apéndice — Tabela 4.
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5.5 Perfil do timing de escolha por partes de sementes hospedeiras de Z. subfasciatus

No decorrer dos 120 minutos de experimento, testando as partes especificas dos gréos
em arenas multiplas simultaneas, foram também registrados cada um dos momentos em que um
Z. subfasciatus escolhia um dos gréos. Esses tempos foram plotados e possibilitaram averiguar
se a preferéncia por determinado grao apresentava diferencas entre as partes que o compdem:
tegumento e endosperma + embrido, ou se 0s insetos parecem preferir o gréo inteiro, estando o
grdo umidificado ou in natura (FIGURA 14).

No caso do feijdo, endosperma + embrido e gréo inteiro umidificado se destacam logo
nos primeiros 30 minutos de experimento. A partir de 60 minutos, o maior destaque € para a
casca, juntamente com o grdo inteiro. Grao inteiro in natura e controle foram as variaveis mais
evitadas (FIGURA 14A).

O perfil de escolha associado as diferentes partes da semente de grdo de bico mostra
claramente que ndo ocorre preferéncia entre as partes do grao, e que o controle foi a variavel
mais evitada (FIGURA 14B).

No caso da lentilha ocorre um pico de escolhas nos primeiros trinta minutos de
experimento, com o controle sendo a Unica variavel que se encontra em baixa nesse periodo.
N&o ocorrem diferengas consistentes entre as variaveis da semente que foram testadas
(FIGURA 14C).

Nos testes realizados com a soja, a escolha pelo endosperma + embrido se destaca nos
primeiros 60 minutos de experimento, mas ao final dos 120 minutos as diferengas ja ndo sdo
tdo discrepantes. O controle e o grdo inteiro in natura foram as varidveis mais evitadas
(FIGURA 14D).
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Figura 14 - Perfil do timing de escolha apresentado pelas fémeas de Z. subfasciatus quanto a atragdo por

partes especificas do hospedeiro.
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Fonte: Do Autor (2021).

Nota: (A) Feijdo, (B) Grao de bico, (C) Lentilha e (D) soja. No decorrer do experimento (120 minutos), foram
registrados 0s momentos exatos em que cada Zabrotes subfasciatus entrou em contato com o gréo ou
com parte especifica do gréo. O eixo y representa a media do nimero de fémeas que entrou em contato
com a semente a cada 30 minutos de experimento. Os gréaficos fazem referéncia apenas a média do
namero de insetos que entrou em contato com cada gréo, o restante dos carunchos permaneceu na
placa central.
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5.6 Compostos volateis presentes em sementes hospedeiras

Sabendo que os Z. subfasciatus apresentam preferéncia por determinados hospedeiros,
e considerando que os dados obtidos indicam o envolvimento da liberagdo de volateis nessa
atracdo, foi decidido que seria importante determinar o perfil de volateis das sementes.

Compostos volateis foram obtidos através de aeracfes em sementes de feijao e de gréo
de bico. Por razdes de logistica ndo foi possivel obter informaces sobre as outras sementes. As
sementes passaram por processos de analise através de cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas. Essas analises permitiram obter o perfil de volateis das sementes
encontradas nos extremos da hierarquia de preferéncia para oviposi¢do (FIGURA 15). A partir
das andlises foi possivel identificar 10 compostos nas sementes de feijao e 17 compostos nas
sementes de gréo de bico. O destaque foi dado ao estireno, composto encontrado em maior
concentragdo nas sementes de feijdo comum.

Todos os compostos encontrados no feijdo foram também encontrados nas sementes de
grdo de bico, embora em quantidades distintas. Sao eles: Etilbenzeno, 1,3-Dimetilbenzeno,
Etenilbenzeno  (Estireno), 1,2-Dimetilbenzeno, 1- Metilpentil hidroperdxido, 1-
Ciclobutiletanol, 2-Etil-1-hexano, D-limoneno, Benzenoetamina e Decanal. J4 as sete
substancias encontradas apenas no gréo de bico foram: Hexanal, 1-Hexanol, 3-Metil-1-octeno,
2-Pentilfurano, Octanal, 1- Octanol e Dodecano.

As tabelas nos quadros 2 e 3 mostram os valores referentes ao indice de Kovats e a
porcentagem de similaridade com a biblioteca NIST11 para cada um dos compostos

encontrados nas sementes estudadas.



Figura 15 - Cromatogramas das amostras de feijdo (A) e grdo de bico (B).
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Fonte: Do autor (2021).

Legenda: (A) Feijéo. (1) Etilbenzeno; (2) 1,3-Dimetilbenzeno; (3) Etenilbenzeno (estireno);
(4) 1,2-Dimetilbenzeno; (5) 1-metilpentil hidroperdxido; (6) 1-Ciclobutiletanol;
(7) 2-Etil-1-hexanol; (8) D-Limoneno; (9) Benzenoetamina; (10) Decanal; (PI)
Acetato de nonila. (B) Grao de bico. (1) Hexanal; (2) Etilbenzeno; (3) 1,3-
Dimetilbenzeno; (4) 1-hexanol; (5) Etenilbenzeno (estireno); (6) 1,2-
Dimetilbenzeno; (7) 1-Metilpentil hidroperoxido; (8) 1-Ciclobutiletanol; (9) 3-
Metil-1-octeno; (10) 2-Pentilfurano; (11) Octanal; (12) 2-Etil-1-hexanol; (13) D-
limoneno; (14) 1-Octanol; (15) Benzenoetamina; (16) Decanal; (17) Dodecano;
(PI) Acetato de nonila. Dados representam a média + e.p.m. de 4 experimentos
independentes. Tabelas com valores de referéncia podem ser encontradas no
apéndice - QUADROS 2 e 3, respectivamente.



Quadro 2 - Compostos volateis produzidos por sementes de feijdo-comum, Phaseolus vulgaris.
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Ndmero do composto* Composto IK? na coluna Rtx-1 | Similaridade Espectral com
a biblioteca NIST11 (%)
1 Etilbenzeno 815 97
2 1,3 —Dimetilbenzeno 830 96
3 Etenilbenzeno (=estireno) 861 97
4 1,2-Dimetilbenzeno 869 94
5 1-Metilpentil hidréxiperéxido 954 90
6 1-Ciclobutilhetanol 961 84
7 2-Etil-1-hexanol 1019 90
8 D-Limoneno 1022 81
9 Benzenoetamina 1159 79
10 Decanal 1170 95

Fonte: Do Autor.

Nota: * Nimero do pico do composto no cromatograma. 2 indice de retencio de Kovats.

Quadro 3 - Compostos volateis produzidos por sementes de grédo de bico, Cicer arietinum.

NUmero do composto? Composto IK? na coluna Rtx-1 | Similaridade Espectral com
a biblioteca NIST11 (%)
1 Hexanal 780 93
2 Etilbenzeno 815 76
3 1,3 —Dimetilbenzeno 830 78
4 1-Hexanol 841 91
5 Etenilbenzeno (=estireno) 861 84
6 1,2-Dimetilbenzeno 869 74
7 1-Metilpentil hidroxiperoxido 954 90
8 1-Ciclobutilhetanol 961 79
9 3-Metil-1-octeno 964 86
10 2-Pentilfurano 983 87
11 Octanal 986 96
12 2-Etil-1-hexanol 1019 93
13 D-Limoneno 1022 87
14 1-Octanol 1061 90
15 Benzenoetamina 1159 79
16 Decanal 1170 93
17 Dodecano 1187 87

Fonte: Do Autor.

Nota: * Ndmero do pico do composto no cromatograma. 2 indice de retencio de Kovats.
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5.7 Analise da importancia das antenas do Z. subfasciatus no processo de busca e
reconhecimento do hospedeiro: comparacéo de resposta a escolha do gréo por machos e fémeas.

Com o intuito de investigar a participacdo das antenas dos Z. subfasciatus durante o
processo de procura e reconhecimento do hospedeiro, os caruchos tiveram suas antenas
retiradas (antenectomia) e foram colocados em arenas comportamentais. Os testes foram do
tipo com chance de escolha em arenas multiplas pareadas (4; 50%). Nessas arenas 0s animais
tinham duas opgdes de escolha, bem como foram testados em duas situacdes: “Feijao vs
Controle” (FIGURAS 16A, 16B, 16C e 16D = fémeas e 161, 16J, 16K e 16L = machos) e
“Feijao vs Grao de bico” (FIGURAS 16E, 16F, 16G, e 16H = fémeas e 16M, 16N, 160 e 16P
= machos).

A importancia das antenas no processo em questdo foi testada de quatro diferentes
maneiras: insetos com as duas antenas (situagéo controle) (FIGURAS 16A, 16E, 161 e 16M),
sem a antena direita (FIGURAS 16B, 16F, 16J e 16N), sem a antena esquerda (FIGURAS 16C,
16G, 16K e 160) e sem as duas antenas (FIGURAS 16D, 16H, 16L e 16P).

Em situagdes controle vs grdo, tanto fémeas quanto machos apresentam preferéncia por
locais onde podem encontrar os gréos, mas isso ocorre apenas quando possuem as duas antenas
ou pelo menos uma delas (direita ou esquerda) (FIGURAS 16A, 16B e 16C = fémeas e 161, 16J
e 16K=machos). Na auséncia das duas antenas eles parecem perder essa habilidade (FIGURAS
16D = fémeas e 16L = machos).

Ja em situacdo de escolha entre graos, sendo o feijdo e o gréo de bico, as fémeas que
possuem as duas antenas, ou pelo menos uma delas, continuam optando pelo feijdo (FIGURAS
16E, 16F e 16G), enquanto os machos ndo apresentam escolha entre os diferentes grédos
(FIGURAS 16M, 16N e 160). J& na auséncia das duas antenas € nitido que as fémeas deixam
de exibir uma preferéncia entre as sementes (FIGURA 16H).

Em machos existe a possibilidade de ocorréncia de lateralidade funcional, considerando
que demonstram maior sensibilidade aos gréos na presenca da antena esquerda do que quando

possuem apenas a antena direita (FIIGURAS 16N e 160, respectivamente).
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Figura 16 - Analise do envolvimento das antenas no processo de reconhecimento e escolha do hospedeiro.
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Fonte:
Nota:

Do Autor (2021).

(A e E) fémeas com as duas antenas — grupo controle, (B e F) fémeas sem a antena direita,
(C e G) fémeas sem a antena esquerda, (D e H) fémeas sem as duas antenas, (I e M)
machos com as duas antenas — grupo controle, (J e N) machos sem a antena direita, (K e
0O) machos sem a antena esquerda e (L e P) machos s duas antenas; (A-D / I-L) controle
vs feijdo e (E-H / M-P) controle vs grao de bico. Placa Central representa 0 nimero de
Zabrotes subfasciatus que ndo fez escolha. Barras representam a média + e.p.m. de 10
experimentos independentes. Diferentes letras indicam diferenca estatistica em analises
feitas por teste de Mann-Whitney (comparagdo par a par). Os valores de -p para cada
dupla podem ser encontrados no apéndice — Tabelas 8 e 9.
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5.8 Morfologia externa de antenas de Z. subfasciatus

Considerando que este trabalho visa um maior entendimento da fisiologia do Z.
subfasciatus no processo de reconhecimento e escolha do seu hospedeiro, foram realizadas
andlises por microscopia eletrénica de varredura do corpo do animal. O objetivo era aprofundar
0 conhecimento acerca das antenas dos Z. subfasciatus.

Nas figuras 17 A e 17 B é possivel observar antenas do tipo serreadas e constituidas por
11 segmentos, que apresentam diversas sensilas em toda a sua extensdo, tanto em machos
guanto em fémeas.

As antenas das fémeas sdo amplamente preenchidas com sensilas basiconicas (FIGURA
17 C), enquanto em machos, as sensilas tricoideas sdo mais numerosas (FIGURA 17 D).

A partir da figura 18 pode-se afirmar que as antenas de machos de Z. subfasciatus séo

significativamente maiores do que as antenas de fémeas da espécie.
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Figura 17. Imagens de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) das antenas de fémeas e machos do
Z. subfasciatus.
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Fonte: Do Autor (2021).

Nota: Morfologia da antena de Zabrotes subfasciatus. Sc: escapo, Pe: pedicelo e Fl: flageldmero. (A
e C) antena da fémea; (B e D) antena do macho. (C) Os circulos vermelhos apontam para
sensilas basiconicas; e (D) setas amarelas apontam para sensilas tricéideas. Barras de escala:
(A) 100um, (B) 200um, (C) 20um e (D) 20um. Imagens obtidas com o microscopio ZEISS
EVO50.



Figura 18 - Dimorfismo sexual associado ao comprimento das antenas do Z. subfasciatus.

€ 2000-
= * %
© L S——
c
2 1500+
c
@© J
3
S 1000-
c 4
()]
£ 500-
o
g -
@) 0 T
(2] &
\00 e"b
> &
S <

Fonte: Do Autor (2021).

Nota: Comparagéo entre medidas das antenas de fémeas e machos de Zabrotes subfasciatus. Imagens
observadas no ZEISS EVO50 e analisadas através do Image J. O grafico mostra apenas a média
dos valores encontrados para 0 cumprimento das antenas de Z. subfasciatus. Barras
representam a média + e.p.m. de 10 antenas de animais diferentes. ** indicam diferenca
significativa. Teste de Mann-Whitney, com p=0,0052.
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6 DISCUSSAO

6.1 As fémeas do Z. subfasciatus (ndo os machos) usam o cheiro das sementes para escolher o
hospedeiro

A escolha do hospedeiro determina o alimento que a larva utilizard para o seu
crescimento e desenvolvimento. A mobilidade da larva € comumente restrita, portanto, é
essencial que a fémea escolha a planta hospedeira mais adequada para colocar seus ovos
(AWMACK; LEATHER, 2002; SCHEIRS et al., 2003; REES, 2004). Rees (2004) afirma que
as espécies de bruchineos sdo especificas na escolha do hospedeiro que atacam. Em
contrapartida, Ajayi (2015) indica que certos insetos podem manter hospedeiros alternativos
dentro do grupo das leguminosas, como é o caso do C. maculatus. De forma geral, muitos
trabalhos mostram que essa escolha pode ocorrer com base em uma pré-adaptacdo a
determinadas substancias durante o desenvolvimento evolutivo da espécie ou a um contato
prévio com as substancias de interesse (DETHIER, 1941; JERMY, 1976, 1984; FEENY, 1995;
GOUINGUENE; STADLER, 2005).

Nesse trabalho, inicialmente, foram realizados testes em arenas de escolha (mdltiplos
simultaneos) para investigar se 0s Z. subfasciatus exibem preferéncia por alguma das
leguminosas mais escolhidas pelos bruquineos. Nos testes havia 5 op¢des de escolha: controle
(sem grdos), feijdo, grao de bico, lentilha e soja. As fémeas mostraram preferéncia pelo feijdo
com relacdo ao grdo de bico (p=0,0158). Os machos ndo apresentaram preferéncia entre as
sementes testadas, nem mesmo as diferenciaram da situag&o controle (p=0,1109).

Para diminuir o numero de variaveis testadas simultaneamente e assim obter dados que
possam revelar a existéncia de uma eventual hierarquia de escolha, foram realizados
experimentos adicionais. Os ensaios foram realizados de maneira mais especifica, ou seja, 2 a
2, em testes do tipo mdltiplos pareados. Esta estratégia permitiu diminuir os ruidos das 5
variaveis simultaneas na arena. A situacdo controle foi a menos escolhida em confrontos do
tipo controle vs gréo. Sendo assim, é possivel afirmar que os insetos conseguem perceber onde
encontrar as sementes. JA em confrontos do tipo grdo vs gréo, as fémeas do Z. subfasciatus
tiveram o feijdo e a soja como os graos preferidos para a fungcdo de hospedeiro, e as escolhas
resultaram na seguinte hierarquia de preferéncia: feijdo = soja > grdo de bico > lentilha
(FIGURAS 11A — p>0.05 ns; 11B - p<0.05*; 11C - p<0.05**; 11D - p<0.05*; 11E - p<0.05***
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e 11F - p<0.05**). Essa hierarquia encontrada se assemelha aos resultados obtidos por Teixeira
e Zucoloto (2008), em testes de preferéncia para oviposi¢éo, a qual apresentou: feijdo > soja >
lentilha = gréo de bico (TEIXEIRA; ZUCOLOTO, 2008). Tratando-se dos machos da espécie,
a auséncia de preferéncia de escolha entre os gréos testados se mantém: feijao = grédo de bico,
com p=0.1804 (ns) (FIGURA 12C). Infelizmente, no momento ainda ndo é possivel garantir a
auséncia de preferéncia também para a lentilha e a soja, ja que os testes com machos foram
realizados apenas entre o hospedeiro usual e o grdo mais evitado, visando confrontar os
extremos.

Experimentos, realizados em arenas para testes multiplos simultaneos (SOUZA et al.,
comunicacado pessoal), reforcam a ideia de que existe alguma substancia voléatil sendo liberada
pelo hospedeiro e percebida pelo inseto como algo atraente. Nesses experimentos foi
demonstrado que a escolha entre os gréos se torna mais especifica ao diminuir o comprimento
dos tubos de ligagdo entre as placas (FIGURA 19). Quanto maior é a distancia até o grdo, maior
é a dificuldade do animal em perceber e diferenciar odores liberados pelas sementes. Assim,
fica claro que a escolha do hospedeiro deve ocorrer com base em compostos volateis atrativos

para o inseto.
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Figura 19 - Testes comportamentais em arenas com tubos de ligacdo de diferentes tamanhos.
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Fonte: Do Autor (2021).

Nota: Esquema representativo da arena de escolha com tubos de conexdo (A) medindo 7cm e arena de escolha
com tubos de conexdo(B) medindo 2cm. (C) Grafico resultante do teste de escolha de gréos por fémeas
de Zabrotes subfasciatus em arenas com tubos de 7cm e (D) gréafico resultante do teste de escolha de
grdos por fémeas de Z. subfasciatus em arenas com tubos de 2cm. Os gréficos representam a média do
namero de fémeas que fez escolha por determinado grdo. Para os experimentos em tubos de 7cm foram
realizados 10 experimentos independentes e para 0os experimentos em tubos de 2cm foram realizados
15 experimentos independentes, dados utilizados para a plotagem dos graficos em questéo. Diferencas
foram consideradas para p<0,05, teste de Kruskal-Wallis, seguido por Dunns. Dados adaptados de
resultados obtidos por D. SOUZA, V. (IFSULDEMINAS - 2017). Maiores detalhes estatisticos no
apéndice — Tabela 7.

A substancia liberada pela semente com atividade de atracdo seria de maior interesse
para funcdes exercidas pelas fémeas como, por exemplo, o processo de oviposicao
(GOUINGUENE; STADLER, 2006; YADAV; BORGES, 2017). Tal suspeita esta de acordo
com pesquisas desenvolvidas por Groot e seu grupo, em 1999, onde eles descrevem as antenas
de fémeas de Lygocoris pabulinus (Hemiptera) como dérgdos mais sensiveis a volateis de
plantas, engquanto retratam as antenas de machos como 6rgdos com estruturas relativamente
mais sensiveis a esteres produzidos por alguns insetos. Embora isso possa variar entre diferentes
especies, o relato viabiliza a hipotese de que os compostos volateis liberados pelos gréos séo
fundamentais para a escolha do hospedeiro e oviposicdo em fémeas de Z. subfasciatus e a

principio indiferente para 0os machos.
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De maneira interessante, foi possivel associar as escolhas com o processo de dispersao
do volatil através da arena. Os registros referentes ao momento que cada inseto fez uma escolha
resultaram em graficos de tempo vs numero de escolhas. A duracdo do experimento foi dividida
em 4 tempos especificos: 30, 60, 90 e 120 minutos (FIGURAS 9A, 9B, 9C e 9D). As fémeas
apresentaram 2 picos de escolha para o feijdo, um em 30 minutos e outro em 60 minutos. I1sso
indica que a dispersdo das substancias presentes no feijdo pode estar ocorrendo de maneira
constante durante todo o experimento. Também houve um aumento progressivo na escolha pela
lentilha a partir de 90 minutos, um indicio de que substancias presentes na lentilha séo
percebidas tardiamente, ou seja, apresentam dispersdo mais lenta. No caso dos machos, as
escolhas foram similares para todos 0s grdos e mais numerosas até a metade do experimento
(60 minutos). Em 90 minutos, ocorreu um pequeno pico de escolha para a lentilha (FIGURAS
9A e 9B). O perfil apresentado pelos machos € caracteristico de migracdo aleatéria, com um
pico de escolha para todas as variaveis logo nos primeiros 30 minutos de experimento. As
fémeas apresentam migracdo mais uniforme durante todo o teste.

Ao investigar a posicdo filogenética dos hospedeiros, pode-se perceber que P. vulgaris
(feijao) e G. max (soja) sdo evolutivamente proximas. Classificadas como espécies irmas (ou
grupo irméo), pois pertencem a um grupo monofilético descendente de um ancestral comum
exclusivo. Além disso, essas espécies encontram-se evolutivamente mais proximas da C.
arietinum (grdo de bico) do que da L. culinaris (lentilha) (FIGURA 20).
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Figura 20 - Classificacdo filogenética dentro da familia Leguminosae/subfamilia Faboideae.
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Fonte: LPWG.Phylogeny and classification of the Leguminosae. TAXON 66 (1). February 2017: 44-77, adaptada.
Nota: Os circulos em vermelho apontam as espécies de leguminosa utilizadas como hospedeiras em experimentos
realizados com o Zabrotes subfasciatus neste trabalho.

Aqui é importante considerar que as plantas de espécies com maior grau de parentesco
tém uma composi¢do quimica ao menos similar, permitindo eventos de coevolucdo inseto-
planta (EHRLICH; RAVEN, 1964; CORNELL; HAWKINS, 2003; KERGOAT et al., 2005;
FUTUYMA; AGRAWAL, 2009). A posicao filogenética das espécies hospedeiras analisadas
sugere a seguinte relacdo “hierarquica” dos hospedeiros de Z. subfasciatus: feijao = soja > grdo
de bico > lentilha. Esta “hierarquia” filogenética (proximidade evolutiva) resulta em uma
sequéncia comparavel a hierarquia de escolha encontrada nas arenas experimentais: feijao =
soja > gréo de bico > lentilha (FIGURA 11).

Em conjunto, estes resultados de analise comportamental apoiam a hipdtese de que
compostos volateis emanados pelas sementes sdo 0s determinantes na escolha do hospedeiro

por fémeas de Z. subfasciatus.

6.2 Volateis potencialmente envolvidos na escolha de hospedeiros por fémeas de Z.

subfasciatus

Apos concluir que compostos emanados pelas sementes séo os determinantes durante a

escolha de hospedeiros pelas fémeas, foi necessario identificar os volateis que poderiam estar
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envolvidos no processo. A presenca desses compostos foi analisada em duas das sementes
utilizadas durante o desenvolvimento desse trabalho: feijao e grdo de bico (hospedeiro usual e
hospedeiro ndo usual menos preferido pelo Z. subfasciatus, respectivamente) (TEIXEIRA et
al., 2008). Os resultados mostram que todas as substancias encontradas nas sementes de feijdo
sdo também encontradas nas sementes de grao de bico, porém em diferentes quantidades. Ja o
gréo de bico apresentou 7 substancias que ndo séo encontradas no feijdo: hexanal, 1-hexanol,
3-metil-1-octeno, 2-pentilfurano, octanal, 1- octanol e dodecano (FIGURA 15).

O volatil presente em maiores quantidades no grdo de feijdo foi o etenilbenzeno, ou
estireno (nome vulgar). O estireno é um produto quimico conhecido principalmente pela ampla
utilizacdo na fabricacdo de plasticos, fibras de vidro, resinas, borracha sintética, agente
aromatizante na industria alimenticia para doces e sorvetes, e na fabricacdo de poliestireno,
presente em embalagens de alimentos. Apesar de frequentemente ser considerado um composto
contaminante dos gréos, o estireno foi caracterizado por Maarse (1992) como um constituinte
natural de alimentos e bebidas. Em consonancia, trabalhos publicados indicam que a formacéo
de estireno pode ocorrer naturalmente durante o armazenamento de grdos (WASOWICZ;
KANINSKI, 1988; WILKINS; SCHOLL, 1989), na fermentacdo de uvas, através da acdo de
bactérias em queijos, pela transformacéo de alguns precursores da molécula, ou mesmo durante
a degradacdo de substancias semelhantes a ele e que ocorrem naturalmente no ambiente.

Sob 0 mesmo ponto de vista, Steele et al (1994) pesquisaram a possibilidade da presenca
natural de estireno em alguns alimentos e encontraram que 8 dos 12 alimentos selecionados por
eles continham a substancia. Considerando que 0s autores garantem ter tomado todos 0s
cuidados necessarios para que tais alimentos nédo tivessem qualquer contato com fontes externas
da substancia, a possibilidade de contaminacdo devido a embalagens utilizadas foi descartada.
Neste estudo, a canela, por exemplo, foi um dos alimentos que apresentou altos indices do
composto. Os autores relacionaram esse resultado com o aldeido cinamico presente no
condimento, que é responsavel pelo sabor e apresenta estrutura muito similar a do estireno.

Oomah e Liang (2007) realizaram andlises em diferentes cultivares de feijdo e também
tiveram o estireno como 0 composto mais abundante. Apesar dos valores variarem bastante
entre os cultivares ndo foi encontrada qualquer fonte de contaminagdo, indicando que a
substancia deve ter ocorréncia natural em graos de feijdo. A confirmacéo ocorreu através da
analise de amostras de feijdo organico, as quais também resultaram em quantidades
significativas do composto. Ademais, o estireno ja foi encontrado anteriormente em produtos

alimentares sem contaminacdo aparente (TNO, 1992).
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Gouinguené e Stadler (2006) também analisaram graos de feijdo, e o fizeram por meio
de experimentos com Delia platura. Eles encontraram alguns compostos volateis
aparentemente associados ao processo de escolha do local para oviposicdo. O estireno estava
presente e foi um dos compostos assimilados pela mosca. Apesar de ndo ser associado a atracao
para oviposicao, existe a possibilidade de que o estireno seja um dos compostos de interesse
para a escolha do hospedeiro.

Outro composto encontrado nos graos analisados foi o etilbenzeno. Este composto é
descrito como um precursor do estireno e, portanto, pode ser que o estireno tenha sido
produzido a partir dele. Se assim for, tal composto deve ser importante para processos
metabdlicos das plantas, e consequentemente formar o estireno como resultado de suas reagoes.
Porém, isso € apenas uma suposicao e serdo necessarias analises mais aprofundadas antes de
afirmacdes concretas. Ainda, etilbenzeno ja foi encontrado em analises de sementes de Pisum
sativum e de Cytisus scoparius, com suas concentraces relacionadas a idade da semente,
embora haja indicacdes de que a presenca da substancia pode ser oriunda de contaminagéo,
devido a impossibilidade de comprovar a hipotese da ocorréncia natural no grdo (COLVILLE
etal., 2012).

Mesmo que aparentemente estranha, a presenca de compostos benzénicos em plantas ja
foi sugerida desde os trabalhos pioneiros de Derthier (1954). Entre os compostos quimicos das
plantas considerados mais relevantes para 0s insetos parecem estar as quinonas, os glicosideos
(incluindo substéncias cianogénicas e saponinas), flavonoides, alcaldides e éleos essenciais.
Estes dois altimos grupos de compostos contribuem com a maioria dos odores e sabores das
plantas. Os 6leos essenciais incluem derivados do benzeno, compostos de cadeia linear e
terpenos. Ainda, a disponibilizacdo desses contribuintes pelas plantas varia com a hora do dia,
as estacdes, 0 estagio de crescimento da planta, o tecido, as condi¢des climaticas e as condicdes
do solo (DERTHIER, 1954; EHRLICH; RAVEN, 1964)

O hexanal foi encontrado presente apenas nas sementes de grdo de bico, embora seja
um composto comumente encontrado em sementes de feijdo e de soja (DEL ROSARIO et al.,
1984). Octanona e octanol também foram encontrados apenas em amostras de grao de bico. Séo
descritos na literatura como odores de fungos. Podem ser produzidos por microrganismos que
se relacionam com a semente, ou por fungos presentes em ambiente proximo da semente
(GOUINGUENE, 2006). Assim, deve-se considerar a presenca desses compostos em gréos
armazenados bem como a possibilidade de afastarem carunchos, considerando que o grao de

bico foi a semente mais evitada.
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Embora seja interessante a ideia de estudar cada um dos compostos encontrados e
desvendar as possiveis funcbes que eles realizariam nos gréos, faz-se também necessério
descobrir as combinacGes e concentracdes de interesse para 0 inseto. Compostos vegetais
formados por diferentes constituintes desencadeiam diferentes respostas nos besouros
(BRUCE, et al., 2005; ZHANG, et al., 1999). Na maioria das vezes eles sdo atraidos por uma
mistura de compostos e a interagdo entre as substancias da mistura ocasiona atragéo de forma
mais intensa que cada composto individualmente (KESSLER; BALDWIN, 2001,
HAMMACK, 2001; SIDERHURST; JANG, 2010; MCCOMIC et al., 2012; BECK et al., 2012;
BRUCE; PICKETT, 2011). Além disso, concentracdes ideais sdo de extrema importancia, visto
que valores muito altos ou muito baixos de uma substancia atrativa podem causar efeito
contrario, repelindo o inseto (D"ALESSANDRO et al., 2009; BALHORN et al., 2013).

Durante a busca pelo hospedeiro, o inseto demonstra maior interesse na mistura de
compostos apresentada pelo seu “hospedeiro alvo” do que na propria estrutura quimica de cada
uma das substancias que o compdem. Estudos comportamentais realizados em olfatdmetro com
Aphis fabae demonstraram que odores isolados provocam resposta repelente nos insetos
enquanto misturas de compostos provocam resposta atraente (WEBSTER et al., 2010). A
quantidade de cada composto presente nessa mistura também faz toda a diferenga. Qualquer
mudanga nessas proporces pode alterar a preferéncia de escolha. Cha et al. (2011)
demonstraram que a atragdo de fémeas da traca da uva (Paralobesia viteana) pelo seu
hospedeiro diminuia quando algum dos compostos volateis sintéticos utilizados tinha sua
concentracdo duplicada em meio a testes comportamentais realizados com o inseto, mesmo com
a concentracao das outras substancias sendo mantida constante.

Em contrapartida, alguns compostos sdo conhecidos pela atratividade apresentada
quando detectados de forma isolada. E o caso, por exemplo, do dipropildissulfeto - capaz de
atrair moscas para a cebola, do isotiocianato - descrito como atraente em cruciferas e do 2-etil-
hexanol - encontrado em leguminosas e considerado atraente para C. maculatus (DINDONIS;
MILLER, 1981; VINCENT; STEWART, 1984; AJAYI, 2015).

E notério, assim, que os insetos respondem de maneiras diferentes quando os compostos
se encontram isolados ou em meio a misturas (RIFFELL et al., 2009; WEBSTER et al., 2010).
Todavia, essas informagdes ainda precisam ser investigadas com maiores detalhes, antes de
qualquer suposicdo. Uma alternativa seria a realizacéo de eletroantenografia, 0 que permitiria
analisar a atracdo do Z. subfasciatus por cada um dos compostos de forma isolada e também a
pelas misturas criadas. Outra alternativa seria a realizacdo de analises comportamentais em

arenas de escolha, testando a resposta dos carunchos aos diferentes compostos identificados nas
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sementes e, ainda, a diferentes combinagdes e concentragdes desses compostos. Estes Ultimos

ja estdo sendo realizados em nosso Laboratorio.

6.3 Morfologia e identificacdo de estruturas corporais envolvidas com a recepc¢éo de estimulos

olfatorios

E extremamente importante que insetos fitofagos reconhecam compostos organicos
volateis liberados pela planta hospedeira e consigam encontra-la. Para isso, eles apresentam um
sistema sensorial complexo, com mecano, quimio, termo e higrorreceptores (SHIELDS, 2011).
E através desse sistema que eles conseguem processar informacdes sobre a qualidade da planta,
a presenca de competidores ou inimigos naturais, e a possibilidade de encontrar parceiros para
a reproducdo (HERN; DORN, 1999; GINZEL; HANKS, 2005).

O reconhecimento do hospedeiro ideal é dependente de estruturas sensoriais
encontradas em diferentes partes do corpo do animal. Normalmente s&o mais concentradas nas
antenas, podendo ser encontradas em menor nimero nos palpos labiais e maxilares, nos tarsos
e no ovipositor (GIANNAKAKIS; FLETCHER, 1985; BRUYNE; BAKER, 2008). Essas
estruturas sdo conhecidas como sensilas. Elas sdo conectadas a neurénios sensoriais com funcgéo
de reconhecimento de cheiro, gosto, temperatura, pressao, som, etc. Sua funcéo é definida de
acordo com a morfologia apresentada. A maioria dos receptores com funcdo olfatéria é
encontrado nas antenas. Os palpos, as pernas e 0 ovipositor geralmente possuem receptores com
funcdo gustatéria (ZACHARUK, 1985; SHIELDS, 2011).

Neste trabalho, foram realizados testes de comportamento com o intuito de investigar a
participacdo das antenas no processo de busca e reconhecimento do hospedeiro ideal para Z.
subfasciatus. O procedimento consistiu na retirada de uma ou das duas antenas, com posterior
analise do perfil de escolha do hospedeiro. As fémeas com as duas antenas (controle) ou com
apenas uma delas (direita ou esquerda) conseguem distinguir bem entre a presenca e a auséncia
dos gréos, encontrando o hospedeiro. Sdo capazes de distinguir também entre diferentes gréos,
mantendo o perfil de preferéncia pelo feijdo. Os resultados foram similares para a retirada de
ambas as antenas, indicando que ndo ocorre lateralizagdo, como demonstrado por Letzkus et al.
(2006), em estudos com Apis mellifera. Entretanto, quando as duas antenas sdo removidas, elas
perdem a habilidade de escolha pelo hospedeiro usual, escolhendo os diferentes grdos em
proporcdes similares (FIGURA 16).
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Os machos também foram testados quanto a importancia das antenas no processo de
escolha. Eles mostraram que possuem a capacidade de percepcdo para encontrar 0s graos na
presenca das antenas, sejam as duas (controle) ou na presenca de apenas uma delas (direita ou
esquerda). Surpreendentemente, as respostas em machos indicam uma possibilidade de
ocorréncia de lateralizagdo, diferente do que ocorre em fémeas da espécie, visto que em
situacOes de retirada da antena esquerda eles fazem menos escolhas, ou seja, escolhem os graos
em proporcBes menores do que quando é retirada a antena direita. E, de maneira contraria as
fémeas, eles ndo exibiram habilidade para distincdo ou selecdo entre diferentes hospedeiros,
tanto na presenca das antenas quanto na auséncia das mesmas (FIGURA 16). Isso pode
significar auséncia ou pouca quantidade de estruturas sensitivas associadas ao reconhecimento
de hospedeiro ou, mais especificamente, as substancias liberadas pelo hospedeiro.

De acordo com Groot et al. (1999) as antenas sdo estruturas de grande importancia para
as fémeas, no processo de procura e selecdo do hospedeiro ideal. Ele descreve que em machos
elas podem apresentar outras funcOes primordiais, como a deteccdo de feromoniom por
exemplo. Provavelmente é esse o motivo dos machos de Z. subfasciatus ndo apresentarem
preferéncia entre diferentes grdos, mesmo na presenca das antenas. Shields e Hildebrand (2001)
descreveram diferencas morfoldgicas e funcionais em antenas de machos e fémeas de Manduca
sexta. As observacdes dele foram similares as de Groot, porém com énfase nas sensilas
encontradas nas antenas.

Pimbert e Pouzat (1988) realizaram estudos eletroantenograficos em Z. subfasciatus.
Seus resultados apontam para a influéncia dos grdos no desenvolvimento reprodutivo das
fémeas da espécie. Eles afirmam que o contato com os gréos é capaz de antecipar a producéo
de compostos atrativos para os machos. Deduziram que as fémeas produzem um feromonio
sexual qguando em contato com a semente, e que apenas 0s machos respondem a presenca dessa
substancia. Esses dados reforcam a ideia de que as antenas dos machos sdo mais especificas
para o reconhecimento de feroménios do que para a selecdo de hospedeiros.

E sabido também que existe uma relacdo entre os compostos volateis liberados pelas
plantas e a comunicagdo via feromoénios sexuais. Landolt e Phillips (1997) mostraram que na
presenca desses compostos ocorre uma melhora tanto na produgdo do horménio quanto na
resposta ao parceiro (isto foi demonstrado também em algumas espécies do género Lepidoptera,
WITZGALL etal., 1991). Yang et al. (2004) também mostrou que o efeito do feroménio sexual
em machos foi amplamente aumentado quando na presenca de voléteis liberados pelas plantas,
em estudos com Cydia pomonella L. Ele percebeu que ocorre uma amplificacdo dos sinais

desses infoquimicos, permitindo comunicagdo a longa distancia.
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A importancia do hospedeiro para a atividade de producdo e/ou liberagcdo de feroménios
encontra-se descrita para diversos insetos especialistas (SHOREY, 1974). E, alguns estudos
mostram que armadilhas realizadas com fémeas ndo atraem os machos até que o hospedeiro
esteja presente e disponivel para essas fémeas (HOLBROOK et al.,1960; RIDDIFORD et al.,
1967a, b; SHARMA et al., 1971).

Callosobruchus maculatus, C. chinensis e outras pragas de grdos armazenados da
familia Bruchinae, tém as fémeas como produtoras do feromonio sexual. (TANAKA et al.,
1981; Ql; BURK-HOLDER, 1982; BURK-HOLDER, 1985). Ja 0 A. obtectus é tido como uma
excecdo ao grupo, pois os feroménios sexuais sdo produzidos pelos machos da espécie
(HALSTEAD, 1973; HOPE et al., 1967; POUZAT, 1974). Entdo, existe a possibilidade de que
as fémeas do Z. subfasciatus sejam responsaveis pela procura do hospedeiro ideal e que ao
encontra-lo elas atraiam os machos até o local. Essa atracdo deve envolver um aumento na
producdo e liberacdo de feromonios. Assim, 0s machos tenderiam a apresentar uma maior
percepcdo dos compostos liberados pelas fémeas do que pelos gréaos, e as fémeas aos compostos
liberados pelas sementes. Esse processo de procura e reconhecimento € dependente da
percepcdo associada ao papel das antenas. Elas podem ser funcionalmente diferentes entre
machos e fémeas. Para considerar essa possibilidade é necessario o planejamento e realizacdo
de experimentos adicionais. Por exemplo, investigacdes voltadas para o perfil molecular
apresentado por fémeas e machos da espécie e experimentos comportamentais utilizando arenas
com fémeas e machos simultaneamente, na presenca e na auséncia de feijdo. Embora tais
experimentos ainda ndo tenham sido realizados, foi possivel averiguar se existe dimorfismo
sexual nas antenas de Z. subfasciatus através de analises por Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV). Entretanto, os resultados encontrados serdo discutidos mais adiante,
juntamente com outros dados obtidos por MEV.

Volateis de plantas exercem funcdo de indicadores das qualidades apresentadas pela
planta, de forma a permitir que as fémeas os reconhecam e avaliem se aquele seria um bom
hospedeiro. Fatores bioticos e abioticos, assim como o sexo e a idade do animal, também podem
interferir nas respostas a estimulos olfativos (volateis do hospedeiro) reconhecidos pelos insetos
(CASTROVILLO; CARDE, 1979; LINN; ROELOFS, 1992; GADENNE et al., 2016).
Frequentemente, fémeas respondem mais a testes eletroantenograficos com volateis de plantas
do que os machos (PALANISWAMY et al., 1986; PIVNICK et al., 1990). Elas visam colocar
0 maximo de ovos e garantir a sobrevivéncia e boas condi¢des para o desenvolvimento da prole.

Ja os machos respondem melhor a testes que utilizam feromdnios sexuais, afinal tém o
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acasalamento como principal misséo de vida (PIVNICK et al., 1990; REDDY; GUERRERO,
2004; BONDURIANSKY, 2010).

A idade do animal também parece interferir nas respostas ao hospedeiro. Em
Callosobruchus maculatus e Manduca sexta, as respostas comportamentais a odores de plantas
hospedeiras dependem da idade do inseto (MECHABER, et al., 2002; ARNOLD et al., 2012).
Fémeas de Aedes aegypti mostraram melhores respostas a alteracées na concentracdo de CO>
qguando em idades mais avancadas (GRANT; O"CONNELL, 2007), Spodoptera littoralis tem
a sensibilidade antenal diminuida com o avango da idade (MARTEL, et al., 2009), Anastrepha
obliqua apresentou melhores respostas a volateis do hospedeiro quando os testes
eletroantenograficos foram realizados utilizando adultos mais jovens (REYES, et al., 2017),
etc. Por este motivo, em nosso trabalho, foram utilizados carunchos de até 24h de vida em todos
0s experimentos. Esta idade pode ser contraditéria se for considerado que as fémeas se tornam
sexualmente maduras em torno de 72h de vida. Mas deve-se considerar também que elas
amadurecem mais rapido se em contato com as sementes do hospedeiro (PIMBERT; PIERRE,
1983).

Em algumas espécies é necessaria a participacdo simultanea das antenas, palpos e do
ovipositor durante o processo de selecdo do hospedeiro. Em Hymenoptera, é possivel encontrar
varios exemplos em que o ovipositor é tdo importante quanto as antenas. Neste caso, as antenas
tém funcdo de localizacdo do hospedeiro e o ovipositor possui quimiossensores com funcgéo de
perceber estimulos que iniciardo a postura de ovos (VAN LENTEREN, 1972; HAWKE et al.,
1973). Pesquisas com Manduca sexta provaram que a remocao das antenas pode resultar em
comportamento inadequado de oviposi¢do (YAMAMOTO; FRAENKEL, 1960). J4 é descrito
também que em gorgulhos do feijdo, além do estimulo quimico associado as vagens e sementes
da planta, estimulos tateis parecem ser de extrema importancia (SZENTESI, 1976).

Pesquisas com foco em bruquineos ainda sdo pouco numerosas, porém sabe-se que C.
chinensis e C. maculatus apresentam 8 tipos diferentes de sensilas em suas antenas, em ambos
0s sexos. Destas, pelo menos duas tem funcéo olfatéria, duas atuam como receptor de hormonio
sexual e duas sdo associadas a quimiorrecepcao (FEI HU et al., 2009). Urbanek e seu grupo
(2016) indentificaram cinco tipos de sensilas em antenas e palpos de A. obtectus. Dois deles
foram encontrados apenas em segmentos finais dos palpos maxilares e labiais. Em 2017, Yadav
e Borges mostraram a ocorréncia de fungdo olfatoria associada a percepcdo de compostos
volateis em ovipositor de Sycophaga fusca e de Apocrypta westwoodi. Adicionalmente, Hooper
et al. (1972) constatou a presenga de quimiossensores no ovipositor de Musca autumnalis,

através de analises por MEV.
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Estudos com Tribolium castaneum (Tenebrionidae) indicam a existéncia de dimorfismo
sexual na antena, associado a ocorréncia de diferentes estruturas sensitivas em machos e fémeas
(SEADA; HAMZA, 2018). Muitas vezes as antenas de machos sdo mais complexas e isso pode
estar relacionado a necessidade de ter mais sensilas para encontrar uma parceira (KIM; LEAL,
2000). Considerando esta informag&o, em nosso trabalho, foram realizadas analises por MEV,
visando entender melhor o mecanismo utilizado pelos Z. subfasciatus na procura de um
hospedeiro ideal. As andlises consistiram na observacdo de caracteristicas morfoldgicas
apresentadas pelo caruncho, focando em estruturas normalmente descritas como associadas a
procura e reconhecimento do hospedeiro: antenas, palpos, patas e ovipositor. Os resultados
mostram diferencas na constituicdo de sensilas em antenas de machos e fémeas de Z.
subfasciatus. As fémeas apresentam antenas constituidas por sensilas basicénicas. Essas
sensilas sdo generalistas e frequentemente associadas ao reconhecimento de compostos volateis
de plantas. Nos machos, as antenas apresentam mais sensilas do tipo tricoidea, associadas a
quimiorrecepcdo e ao reconhecimento de feromonios (HU et al., 2009). Esses resultados
suportam a hipotese de que a recepc¢do de sinais quimicos provenientes das sementes acontece
nas fémeas mediante a participacdo de sensilas especificas localizadas nas antenas dos

carunchos.



84

7 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos nesse estudo, é possivel concluir que: (1) os
individuos de Z. subfasciatus sdo atraidos por substancias volateis liberadas pelo hospedeiro, e
que a escolha do hospedeiro pode ocorrer com base em substancias importantes para 0 processo
de oviposicao (no caso das fémeas), visto que para 0s machos a escolha parece ser aleatoria,;
(2) a hierarquia de escolha de sementes é semelhante a hierarquia de escolha de substrato de
oviposicdo, que, por sua vez, reflete a proximidade filogenética das plantas hospedeiras; (3) os
compostos volateis ndo se concentram em partes das sementes, eles estdo presentes em toda a
semente; (4) foram detectados mais compostos volateis nas sementes de grdo de bico do que
nas sementes de feijao, sendo o estireno um composto que se destaca em feijao e 0s compostos
hexanal e octanal estando em destaque nas sementes de gréo de bico; (5) as antenas e o olfato
estédo envolvidos no processo de selecdo do hospedeiro pelas fémeas, visto que na auséncia das
antenas ocorre alteracdo no padrdo de escolha do grdo; (6) fémeas e machos apresentam
dimorfismo sexual quanto ao tamanho de suas antenas e também com relacdo as estruturas
sensitivas que as compdem (sensilas), demonstrando, a principio, um perfil de reconhecimento
de volateis em fémeas e de reconhecimento de feroménios em machos, (7) os machos parecem
apresentar lateralidade funcional nas antenas, o que demonstra a complexidade fisiolégica
destes 6rgdos em Z. subfasciatus. Experimentos de analise comportamental em arenas de
escolha testando a resposta dos carunchos a compostos identificados nas sementes
(etenilbenzeno e 2-etil-1-hexano) e, ainda, a diferentes combinacdes e concentracbes destes
compostos, se encontram em andamento. Estes experimentos deverdo revelar os alcances da
participacdo de compostos identificados nas sementes como inforquimicos envolvidos na

selecdo de hospedeiros para oviposicdo e desenvolvimento em Z. subfasciatus.
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Quadro 1. Planilha de registros dos experimentos realizados na arena.

APENDICES
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Data do experimento:

Hora:

1
Feijdo
(Organico)

2
Grao de Bico

3
Lentilha

Soja

5
Controle

Até 10 minutos  (
Até 20 minutos  (
Até 30 minutos  (
Até 40 minutos  (
Até 50 minutos  (
Até 60 minutos  (
Até 70 minutos  (
Até 80 minutos  (
Até 90 minutos  (
Até 100 minutos (
Até 110 minutos (

Até 120 minutos (

Horarios exatos:

1

Temperatura:

Fonte: Do Autor.

Nota: Todas as arenas realizadas tém seus dados experimentais devidamente registrados e armazenados.

/ Umidade:

/ Ar condicionado Ligado: Sim (

)




Tabela 1 - Valores estatisticos referentes aos gréaficos da FIGURA 8.
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ARENAS Multiplas Simultaneas
Grios “in natura” — niimero de Fémeas
p=0.0158 (*) / KWs=12.22
Controle Feijdo Gréo de bico Lentilha Soja
x= 1.400 3.100 0.7000 2.000 2.200
SD 1.265 1.663 0.7888 1.333 2.251
SEM
= 0.4000 0.5260 0.2494 0.4216 0.7118
Grios “in natura” — nimero de Machos
p=0.1109 (ns) / KWs=7.51
Controle Feijao Grao de bico Lentilha Soja
x= 4.100 5.600 2.800 6.100 5.400
SD 3.725 2.914 1.932 3.814 2.459
SEM
= 1.178 0.9214 0.6110 1.206 0.777
Fonte: Do autor (2020).

Legenda: Tabela de valores estatisticos referentes aos graficos da FIGURA 8, com descri¢do da significancia (p),
média (), desvio padrdo (SD), erro (SEM) e valor estatistico Kruskal-Wallis (KWs). Calculos realizados

através do GraphPad Prism 5.0 — Kruskal-Wallis / Dunns — comparagao entre todas as colunas (p<0.05).



Tabela 2 - Valores estatisticos referentes aos graficos da FIGURAS 10 e 11.

113

ARENAS Multiplas Pareadas (niUmero de Fémeas)

Grafico p x SD SEM
A <0.0001 (***) CTRL= 2.200 CTRL=1.932 CTRL= 0.6110
(Fig. 10) KWs= 22.34 Fj= 22.50 Fj=3.894 Fj=1.232
PC= 4.700 PC=2.111 PC=0.6675
B <0.0001 (***) CTRL=5.600 CTRL=4.142 CTRL=1.310
(Fig. 10) KWs= 20.31 Sj= 21.50 Sj=5.191 Sj= 1.641
PC= 2.900 PC=12.025 PC= 0.6403
c <0.0001 (***) CTRL= 3.400 CTRL=2.171 CTRL= 0.6864
(Fig. 10) KWs= 22.90 GB=20.10 GB=4.122 GB=1.303
PC=6.200 PC=2.098 PC=0.6633
D <0.0001 (***) CTRL= 6.200 CTRL=3.011 CTRL= 0.9522
(Fig. 10) KWs= 19.23 Lt=17.40 Lt=3.718 Lt=1.176
PC=7.400 PC=3.098 PC=0.9798
E 0.0039 Fj=2.921 Fj=2.631 Fj=0.8769
(Fig. 10) KWs= 13.36 Sj= 0.6220 Sj= 0.5537 Sj=0.1751
GB=1.910 GB=0.9838 GB=0.3279
Lt=1.246 Lt= 0.8921 Lt=0.2821
A 0.2861 (ns) Fj= 12.40 Fj=3.273 Fj=1.035
(Fig. 11) Sj=10.80 Sj= 2.860 Sj=0.9043
B 0.0252 (*) Fj= 15.00 Fj=3.916 Fj=1.238
(Fig. 11) GB=10.40 GB=4.142 GB=1.310
c 0.0024 (**) Fj=15.20 Fj=2.821 Fj=0.8919
(Fig. 11) Lt=9.100 Lt=3.635 Lt= 1.149
D 0.0280 (*) Sj=13.20 Sj= 4.467 Sj= 1.413
(Fig. 11) GB=9.200 GB=3.293 GB=1.041
E 0.0002 (***) Sj=19.80 Sj=3.293 Sj= 1.041
(Fig. 11) Lt= 6.400 Lt= 3.340 Lt= 1.056
F 0.0072 (**) GB=15.00 GB=4.295 GB=1.358
(Fig. 11) Lt= 8.700 Lt=3.653 Lt=1.155

Tabela de valores estatisticos referentes aos graficos das FIGURAS 10 e 11, com descricdo da significancia (p),
média (x), desvio padrdo (SD), erro (SEM) e valor estatistico Kruskal-Wallis (KWs). Fj: Feijdo; GB: Gréo de
bico; Lt: Lentilha; Sj: Soja, CTRL: Controle e PC: Placa Central (escolha ndo realizada). Célculos realizados
através do GraphPad Prism 5.0 — Kruskal-Wallis / Dunns — comparacao entre todas as colunas (p<0.05) para 0s

graficos A-E e Teste t seguido por Mann-Whitney test p<0.05) para os graficos F-K.
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Tabela 3 - Valores estatisticos referentes aos graficos da FIGURA 12.

ARENAS Multiplas Pareadas (nimero de Machos)

Graéfico p x SD SEM
A 0.0001 (***) | CTRL=4.900 CTRL=2.998 CTRL=0.9481
KWs=19.16 | Fj=19.60 Fj=3.748 Fj=1.185
PC=5.500 PC=3.629 PC=1.147
B 0.0001 (***) | CTRL=5.500 CTRL=1.581 CTRL=0.5000
KWs=19.65 | GB=19.30 GB= 4.084 GB=1.291
PC=5.200 PC=3.425 PC=1.083
C 0.1804 (ns) | Fj=13.60 Fj= 2.875 Fj= 0.9092
GB=12.10 GB=2.378 GB=0.7520

Tabela de valores estatisticos referentes aos graficos da FIGURA 12, com descricdo da
significancia (p), média (), desvio padrdo (SD) e erro (SEM). Fj: Feijdo; GB: Gréo de bico e
CTRL: Controle. Célculos realizados através do GraphPad Prism 5.0 — Column Analyses -
Column statistics. Teste t seguido por Mann-Whitney test (p<005).



Tabela 4 - Valores estatisticos referentes aos graficos da FIGURA 13.

115

ARENAS “Partes dos Graos” (nimero de Fémeas)
Feijao
p=0.0071 (**) / KWs=14.05
Polpa Casca Gréo inteiro imido Grio inteiro “in Controle
natura”
x= 5,300 6,900 6,300 4,100 3,100
SD= 3,199 2,601 1,252 2,470 1,912
SEM
= 1,012 0,822 0,395 0,781 0,604
Gréo de Bico
p=0.4421 (ns) / KWs=3.74
Polpa Casca Gréo inteiro Umido Grio inteiro “in Controle
natura”
x= 2,600 5,200 4,200 4,500 2,800
SD= 2,011 4,417 3,048 3,923 2,658
SEM
= 0,636 1,397 0,963 1,241 0,840
Lentilha
p=0.1751 (ns) / KWs=6.34
Polpa Casca Gréo inteiro imido Grio inteiro “in Controle
natura”
xX= 6,300 6.800 5,700 6,600 3,800
SD= 3,020 2,486 2,497 3,596 3,011
SEM
= 0,955 0,7860 0,789 1,137 0,952
Soja
p=0.0313 (*) / KWs=10.61
Polpa Casca Gréo inteiro tmido Grao inteiro “in Controle
natura”
xX= 7,400 5,800 5,500 3,300 2,100
SD= 4,377 3,967 4,601 3,093 2,558
SEM
= 1,384 1,254 1,455 0,978 0,809
Tabela de valores estatisticos referentes aos graficos da FIGURA 13, com descri¢do da significancia (p), média

(x), desvio padrdo (SD), erro (SEM) e valor estatistico Kruskal-Wallis (KWs). Calculos realizados através do

GraphPad Prism 5.0 — Kruskal-Wallis / Dunns — comparacao entre todas as colunas (P<0.05).



Tabela 5 - Valores estatisticos referentes aos graficos da FIGURA 16 (Parte 1).

116

ARENAS - Retirada das Antenas — Controle vs Feijao

NUmero de carunchos que fez escolha

Valor de p Controle Feijao Placa Central
A <0.0001 (***) x = 7.000 x =18.70 % = 3.400
KWs=23.14 SD=2.211 SD=4.029 SD=2.171
SEM= 0.6992 SEM=1.274 SEM= 0.6864
B <0.0001 (***) x =5.400 x =20.10 x = 4.500
KWs=19.76 SD=2.951 SD= 4.654 SD=3.504
SEM=0.9333 SEM=1.472 SEM=1.108
C <0.0001 (***) x = 5.500 x =19.80 X =4.700
KWs=20.08 SD=1.841 SD=3.584 SD=4.084
SEM=0.5821 SEM=1.133 SEM=1.291
D =0.7283 (ns) % = 10.50 x = 8.600 x=10.70
KWs=0.6339 SD=5.359 SD=3.307 SD=7.150
SEM= 1.695 SEM= 1.046 SEM= 2.261
[ =0.0011 (**) % = 5.000 x =16.90 x = 8.000
KWs=13.62 SD=2.404 SD=6.244 SD=6.236
SEM=0.7601 SEM=1.975 SEM=1.972
J =0.0108 (*) x = 6.000 x =15.20 X = 8.800
KWs=9.059 SD=2.582 SD=6.579 SD=5.287
SEM=0.8165 SEM=2.081 SEM=1.672
K =0.0002 (***) x = 4.100 x =15.90 x =10.00
KWs=16.84 SD=1.729 SD=5.446 SD=5.944
SEM= 0.5467 SEM=1.722 SEM= 1.880
L =0.1680 (ns) x = 8.800 x = 8.400 x =12.80
KWs=3.567 SD=5.554 SD=2.633 SD=5.633
SEM= 1.756 SEM=0.8327 SEM=1.781

Tabela de valores estatisticos referentes aos graficos da FIGURA 16, com descri¢éo da significancia (p), média
(x), desvio padrdo (SD), erro (SEM) e valor estatistico Kruskal-Wallis (KWs). Calculos realizados através do
GraphPad Prism 5.0 — Kruskal-Wallis / Dunns — comparacéo entre todas as colunas (p<0.05).



Tabela 6 - Valores estatisticos referentes aos graficos da FIGURA 16 (Parte 2).
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ARENAS - Retirada das Antenas — Feijao vs Grao de Bico

NUmero de carunchos que fez escolha

Valor de p Feijao Grao de bico Placa Central
E <0.0001 (***) x = 18.70 x = 8.400 % =2.900
KWs=23.21 SD=4.523 SD=3.502 SD=2.079
SEM=1.430 SEM=1.108 SEM=0.6574
F <0.0001 (***) x =19.70 x = 7.000 x =3.300
KWs=22.79 SD=3.093 SD=2.828 SD=1.567
SEM=0.9781 SEM= 0.8944 SEM= 0.4955
G <0.0001 (***) x =17.60 x = 7.800 X =4.700
KWs=19.67 SD= 4.169 SD=3.521 SD= 4.057
SEM=1.318 SEM=1.114 SEM=1.283
H =0.7667 (ns) x =9.100 x =10.60 x=10.20
KWs=0.5314 SD=3.348 SD=4.195 SD=6.512
SEM= 1.059 SEM=1.327 SEM= 2.059
M =0.0015 (**) x =12.10 x =12.70 x =5.200
KWs=13.01 SD=4.725 SD=4.832 SD=3.225
SEM= 1.494 SEM=1.528 SEM=1.020
N =0.0009 (***) x =11.70 x =12.40 X =5.700
KWs=14.02 SD=13.335 SD=3.098 SD=3.529
SEM= 1.055 SEM=0.9798 SEM=1.116
0 =0.8374 (ns) x =10.40 x = 9.200 x =10.40
KWs=0.3550 SD=4.274 SD=3.259 SD=3.627
SEM=1.352 SEM=1.031 SEM=1.147
P =0.1045 (ns) X = 7.400 x =10.30 x=12.30
KWs=4.517 SD=4.789 SD=4.547 SD=5.579
SEM=1.514 SEM=1.438 SEM=1.764

Tabela de valores estatisticos referentes aos graficos da FIGURA 16, com descrigdo da significancia (p), média
(X), desvio padrdo (SD), erro (SEM) e valor estatistico Kruskal-Wallis (KWs). Célculos realizados através do
GraphPad Prism 5.0 — Kruskal-Wallis / Dunns — comparacéo entre todas as colunas (p<0.05).



Tabela 7 - Valores estatisticos referentes aos graficos da FIGURA 19.

ARENAS com tubos de ligacdo medindo 7cm ou de 2cm

NUmero de fémeas que fez escolha

Grafico p x SD SEM

C =0.0123 (*) | Controle: 2.200 | Controle: 1.549 | Controle: 0.489

(7cm) KWs=12.81 | Soja: 4.100 | Soja: 2.283 | Soja: 0.721
Gréo de Bico: | 6.800 | Grdo de Bico: | 3.048 | Grdo de Bico: | 0.963
Lentilha: 5.800 | Lentilha: 3.736 | Lentilha: 1.181
Feijao: 5.300 | Feijéo: 3.368 | Feijao: 1.065

D =0.0017 (**) | Controle: 2.267 | Controle: 2.052 | Controle: 0.529

(2cm) KWs=17.35 | Soja: 3.333 | Soja: 3.155 | Soja: 0.814
Grdo de Bico: | 3.000 | Gréo de Bico: | 2.563 | Gréo de Bico: | 0.661
Lentilha: 3.600 | Lentilha: 2.230 | Lentilha: 0.575
Feijdo: 6.333 | Feijdo: 3.773 | Feijdo: 0.974

Tabela de valores estatisticos referentes aos gréaficos da FIGURA 19, com descric¢éo da significancia
(p), média (x), desvio padrdo (SD), erro (SEM) e valor estatistico Kruskal-Wallis (KWs). Calculos
realizados através do GraphPad Prism 5.0 — Kruskal-Wallis / Dunns — comparacéo entre todas as colunas

(p<0.05).
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