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Todos os dias quando acordo,

N&o tenho mais o tempo que passou
Mas tenho muito tempo:

Temos todo o tempo do mundo.

Todos os dias antes de dormir,
Lembro e esqueco como foi o dia:
“Sempre em frente

Nao temos tempo a perder”.

()

Renato Russo
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RESUMO

SOUZA, Rodolfo Molinério de, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho de 2013.
Compostos volateis de Costalimaita ferruginea (Fab.) (Coleoptera: Chrysomelidae) e
de sua planta hospedeira, Eucalyptus spp. Orientador: Norivaldo dos Anjos Silva.
Coorientadores: Eraldo Rodrigues de Lima, Paulo Sérgio Fiuza Ferreira, Hélio Garcia
Leite e José Lino Neto.

O género Eucalyptus contém algumas das espécies madeireiras mais cultivadas ao redor do
mundo. No Brasil, a area plantada com esse género atingiu em 2012, a quantidade de 5,1
milhGes de hectares. Entretanto, como qualquer outra espécie vegetal cultivada, os plantios
de eucalipto sdo frequentemente alvos de insetos daninhos. O besouro-amarelo,
Costalimaita ferruginea, € um importante besouros desfolhador de eucalipto. Os adultos,
que emergem logo apos as primeiras chuvas, se agregam em plantios de eucalipto para se
alimentarem de suas folhas e brotacGes novas. Na natureza sdo bem conhecidos diversos
modelos de relagdes entre inseto-inseto, inseto-planta e inseto-planta-inseto, que na grande
maioria das vezes, sdo mediadas por compostos volateis. Entretanto, as relacfes inseto-
inseto e inseto-planta, ainda ndo foram analisadas para o caso de C. ferruginea e sua planta
hospedeira, o eucalipto. No primeiro capitulo dessa tese serdo apresentados os modelos de
interacdes inseto-inseto descritos na literatura para a familia Chrysomelidae. No segundo
capitulo, os volateis liberados por adultos de C. ferruginea, pela sua planta hospedeira e
pela associacdo entre os dois serdo caracterizados. No terceiro capitulo as respostas aos
compostos bioativos dentro desse sistema serdo investigados. Assim, dois objetivos foram
propostos: (i) caracterizar os volateis liberados por adultos de C. ferruginea e pelo
eucalipto e investigar as diferencas quali-quantitativas nos volateis liberados durante e
apoOs a herbivoria e (ii) avaliar a resposta dos besouros a possiveis compostos bioativos
liberados por coespecificos, planta hospedeira e a associa¢do entre os dois. Para o primeiro
objetivo, os volateis foram obtidos através da técnica de coleta em headspace e analisados

por meio de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM). Para o
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segundo objetivo, a resposta das antenas dos insetos foi analisada utilizando-se a técnica da
antenografia acoplada a cromatografia gasosa (EA-CG). Nos volateis emitidos pelo
besouro-amarelo, alguns compostos foram considerados fortes candidatos a feromonio para
esse inseto. Dois deles foram produzidos exclusivamente pela fémea sozinha ou durante a
alimentacdo no eucalipto e outros dois foram produzidos pelos machos de forma similar,
mas tais compostos ndo foram identificados. A constituicdo dos volateis emitidos pela
planta sem ataque seguiu um padrédo ja observado e relatado na literatura, com o composto
Eucaliptol o constituinte majoritario. Em termos quantitativos a associacdo do besouro-
amarelo como o eucalipto alterou a taxa de emissdo de certos compostos emitidos pelo
eucalipto. Respostas eletroantenograficas foram observadas para seis compostos. Desses,
quatro foram identificados como sendo Acetato de (3Z)-hexenila, Allo-ocimeno, Decanal
e y-Cadineno. Machos e fémeas responderam prontamente a todos os compostos, com
excecdo do Decanal, em que apenas respostas de fémeas foram detectadas. Para os dois
compostos ndo identificados, um € liberado exclusivamente pelos machos, sozinhos ou em
associagdo com o eucalipto, e outro além da sua presenca nesses volateis tambem foi
detectado nos volateis liberados pela planta ap6s alimentacdo dos besouros. Esses dois
compostos, mais o y-Cadineno, sdo fortes candidatos na constituicdo de um feromdnio de
agregacao. Acetato de (3Z2)-hexenila e Allo-ocimeno sdo compostos produzidos pela
planta, sendo que na presenca dos insetos sua taxa de emissdo foi alterada e,
possivelmente, essa alteracdo seja percebida pelo inseto. Pesquisas futuras devem ser
direcionadas para a importancia desses compostos na interacdo inseto-inseto e inseto-
planta com a finalidade de usa-los no monitoramento e controle das populacbes de C.

ferruginea em plantios de eucalipto.
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ABSTRACT

SOUZA, Rodolfo Molinario de, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, July, 2013.
Volatile compounds of Costalimaita ferruginea (Fab.) (Coleoptera: Chrysomelidae)
and its host plant, Eucalyptus spp. Adviser: Norivaldo dos Anjos Silva. Co-advisers:
Eraldo Rodrigues de Lima, Paulo Sérgio Fiuza Ferreira, Hélio Garcia Leite and José Lino
Neto.

The genus Eucalyptus contains some of the most cultivated hardwood timber species
around the world. In Brazil, the area planted with this genus reached in 2012 the amount of
5.1 million hectares. However, eucalypt plantations are often targets of pests. The eucalypt
yellow beetle, Costalimaita ferruginea, is an important leaf-eating beetle of Eucalyptus.
The adults that emerge after the first rains, clump of eucalypt plants to feed on their leaves
and new shoots. In nature, many models of interactions between insect-insect, insect-plant
and insect-plant-insect are well known. These models generally are mediated by volatile
compounds. The insect-insect and plant-insect interactions have not been analyzed for the
C. ferruginea and its host plant. In the first chapter | present an introduction to models of
insect-insect interactions described in the literature for the Chrysomelidae family. In the
second chapter the volatiles released by adult of C. ferruginea, its host plant and the
association between the two were featured and in the third chapter, responses to bioactive
compounds within this system were investigated. Thus, two goals were proposed: (i) to
describe the volatiles released by eucalypt yellow beetle adults and eucalypts and
investigate the qualitative and quantitative differences in the volatiles released during and
after herbivory and (ii) to evaluate the response of beetles to possible bioactive compounds
released by conspecifics, host plant and the association between both. For the first
objective, the volatiles were obtained by the technique of sampling in headspace and
analyzed by gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS). For the second objective,

the response of the antennae of insects was analyzed using the electroanntenographic-gas
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chromatography technique (EAD-GC). Some compounds emitted by eucalypt yellow
beetle were considered strong candidates to an insect pheromone. Two of them were
exclusively produced by the female alone or during feeding eucalypts and two others were
produced in a similar manner by the male, but such compounds were not identified. The
constitution of the volatiles emitted by the plant without attack followed a pattern already
observed and reported in the literature, being the Eucalyptol the major constituent. In
quantitative terms the insect-plant association altered the rate of emissions of certain
compounds emitted by host plant. Electrophysiological responses were observed for six
compounds. Of these, four were identified as (3Z)-Hexenyl acetate, Allo-ocimene,
Decanal and y-Cadinene. Males and females responded promptly to all compounds,
except Decanal, in which only responses of females were detected. For the two
unidentified compounds, one is exclusively released by males alone or in combination with
eucalypt, and other the presence was also detected in these volatiles and in the volatiles
released by the plant after feeding beetles. These two compounds, plus the y-Cadinene are
strong candidates in the constitution of an aggregation pheromone. (3Z)-Hexenyl acetate
and Allo- ocimene are compounds produced by the plant, and in the presence of insects its
emission rate was changed and possibly this change is perceived by the insect. Future
research should be directed to the importance of these compounds in insect-insect and
plant-insect interactions in order to use them in monitoring and controlling the populations

of C. ferruginea in eucalypt plantations.
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Capitulo 1

Feromonios em Chrysomelidae (Insecta:
Coleoptera)



1.1. Introducéo

Chrysomeloidea é basicamente representada pela familia Cerambycidae cujas
larvas se alimentam de madeira, e pela familia Chrysomelidae (lato sensu) que se alimenta
basicamente de partes verdes da planta, sendo que recentemente a familia Bruchidae
(besouros de semente) foi incluida dentro de Chrysomelidae como uma nova subfamilia
(Bruchinae) (JOLIVET & VERMA, 2002). Os crisomelideos (stricto sensu), em que 0s
adultos sdo conhecidos vulgarmente como “vaquinhas”, constituem um grupo com cerca
de 35.000 espécies descritas (JOLIVET et al.,, 2009). As vaquinhas diferem dos
cerambicideos por serem menores, apresentarem antenas curtas e frequentemente
filiformes e formato do corpo mais oval, além de uma cabeca encaixada parcial ou quase
totalmente no protorax (LIMA, 1955; TRIPLEHORN & JOHNSON, 2011). As espécies
sdo quase exclusivamente herbivoras e estdo associadas a uma grande quantidade de
plantas hospedeiras, principalmente dicotileddneas (JOLIVET & PETITPIERRE, 1976),
sendo que os adultos se alimentam basicamente de flores, folhas e partes tenras das plantas
e as larvas apresentam habitos variados, podendo se alimentar livremente nas folhas, serem
minadoras, riz6fogas, sitéfagas ou broqueadoras de caules (TRIPLEHORN & JOHNSON,
2011). Devido a seus habitos fitéfagos muitas espécies sdo importantes pragas de culturas
agricolas e florestais em todo o mundo, ja outras sdo importantes agentes de controle
biolégico de espécies de plantas nocivas.

A importancia econémica dos crisomelideos e a necessidade constante de
desenvolver tecnologias alternativas ao uso de agrotoxicos que possam ser usadas no
monitoramento e controle das populacdes nocivas a agricultura e a silvicultura, ou até
mesmo no monitoramento das espécies usadas no controle biolégico, tém estimulado, nas
Gltimas décadas, estudos com a ecologia quimica desse grupo de insetos. Nesse sentido, até
0 momento, 85 espécies de Crhysomelidae ja foram estudadas quanto & presenca de

semioquimicos. Em relacdo aos feroménios (sexual ou de agregacdo, de contato ou de



longa distancia) estudos ja foram realizados com cerca de 30 espécies. Em alguns casos
tecnologias estdo ou foram desenvolvidas (RAO et al., 2003; SOROKA et al., 2005; TOTH
et al., 2005; KUHAR et al., 2006; ZILKOWSKI et al., 2006).

Basicamente, o sistema de comunicacdo quimica intraespecifico em crisomelideos,
revelado por estudos recentes, é composto por feroménios de agregacdo produzidos pelos
machos (BERAN et al., 2011), com excecdo para as espécies do género Diabrotica, cujas
fémeas produzem um feroménio que atrai, a longas distancias, apenas machos (SPENCER
et al., 2009). Tais feromdnios sexuais sdo relativamente simples em estrutura e constituidos
por ésteres e cetonas alifaticas. Entretanto, os feromdnios de agregacdo sdo mais diversos e
apresentam estruturas relativamente simples, como em Criocerinae e em alguns
Galerucinae, e misturas complexas, como em Alticinae. H& ainda relatos de feroménios de
curta distancia ou de contato, que permitem o reconhecimento de coespecificos, nas
subfamilias Chrysomelinae (DUBIS et al. 1987; SUGENO et al., 2006; GEISELHARDT et
al., 2009b), Eumolpinae (PETERSON et al., 2007), Galerucinae (NARDI, 2010) e
Hispinae (KAWAZU et al., 2011), sendo que os compostos sdo formados, na sua maioria,
por hidrocarbonetos simples, mono ou dimetil alcanos.

O objetivo dessa revisao € prover uma visao geral sobre os feromonios de longa e
curta distancia produzidos por Chrysomelidae, e aqui ndo sera levada em consideracao 0s

feromOnios dentro da subfamilia Bruchinae.
1.2. Feromonios de Chrysomelidae

1.2.1. Feroménios de longo alcance

Apenas uma guantidade muito pequena de feromdnios de longo alcance produzido
por machos (agregacdo) ou fémeas (sexual) foi identificada em Chrysomelidae, quando
comparados com a ordem Lepidoptera, por exemplo. Até o presente foram isolados e
identificados compostos feromonais para 20 espécies distribuidas em nove géneros e
quatro subfamilias, sendo que a atratividade de alguns dos compostos também foi

demonstrada para algumas espécies correlacionadas (Tabela 1) (EL-SAYED, 2013).



Tabela 1. Ocorréncia de feroménios de longo alcance em Chrysomelidae.

Espécie Subfamilia Tribo Composto® FeTrI(?rgn g r?io

Aphthona cyparissiae Alticinae Alticini la,1b,1c,1d,1e,1f Ag.m
Aphthona czwalinae Alticinae Alticini la,1b,1c,1d,1e,1f Ag.m
Aphthona flava Alticinae Alticini la,1b,1c,1d,1e,1f Ag.m
Aphthona nigriscutis Alticinae Alticini N&o identificado Ag. m
Epitrix fuscula Alticinae Alticini 1i,1j Ag. m
Epitrix hirtipennis Alticinae Alticini 1i, 1j, 1k Ag. m
Phyllotreta cruciferae Alticinae Alticini 1a,1b,1c,1d,1e,1f Sex. m
Phyllotreta striolata Alticinae Alticini 1a,1b,1d,1e,1g,1h

Leptinotarsa decemlineata Chrysomelinae Chrysomelini 1l Ag.m
Oulema melanopus Criocerinae Lemini im Ag.m
Acalymma vittatum Galerucinae Luperini in Ag.m
Aulacophora foveicollis Galerucinae Luperini N&o identificado Sex. f
Diabrotica baltealta Galerucinae Luperini lo Sex. f
Diabrotica barberi* Galerucinae Luperini 1p Sex. f
Diabrotica cristata* Galerucinae Luperini 19

Diabrotica lemniscata* Galerucinae Luperini 1p Sex. f
I[c))lnagbi(r:cc))trlﬁilonglcorms Galerucinae Luperini 1p Sex. f
Diabrotica porracea* Galerucinae Luperini 1p

Diabrotica speciosa Galerucinae Luperini N&o identificado
g)dﬁggggloc;r;lzgfactl;npunctata Galerucinae Luperini 1r Sex. f
r?c;\?vgrr%tifa undecimpunctata Galerucinae Luperini 1r Sex. f
Er:ggg?rggﬁnucr:gf;mpunctata Galerucinae Luperini 1r Sex. f
\Izlrag?f:aorgia virgifera Galerucinae Luperini 1p Sex. f
Diabrotica virgifera zeae* Galerucinae Luperini 1p Sex. f
Galerucella calmariensis Galerucinae Galerucini 1s Ag. m
Galerucella pusilla Galerucinae Galerucini 1s Ag. m
Diorhabda elongata Galerucinae Galerucini 1t, 1u Ag. m

*A resposta difere de acordo com o tipo de isdbmero do composto. Ag. — feroménio de agregacdo; Sex. —
feromonio sexual; m- macho; f — fémea. 'Veja a estrutura dos compostos na Figura 1.

1.2.1.1. Subfamilia Alticinae

Phyllotreta Chevrolat

A primeira evidéncia da producdo de um feromdnio de agregacdo dentro dessa
subfamilia foi relatada por Peng & Weiss (1992) para P. cruciferae (Goeze). Esta espécie
se alimenta de cruciferas, sendo uma importante praga em culturas de Brassica no Canada
e India (LAMB, 1989). Peng & Weiss (1992) demonstraram que cruciferas infestadas com

adultos ndo sexados atrairam mais coespecificos do que nos tratamentos com a planta



hospedeira sem besouros, danificadas e ndo danificadas, tanto em laborat6rio quanto no
campo. Posteriormente, estudos de campo, com besouros vivos, apresentaram evidéncias
de que o feromdnio seria produzido pelos machos (PENG et al., 1999) e analises em
cromatografia gasosa revelaram a liberacdo de seis sesquiterpenos (cinco hidrocarbonetos e
uma cetona) candidatos a um feroménio de agregacdo macho-especifico (BARTELT et al.,
2001). Os compostos identificados através de métodos analiticos, como espectrometria de
massa, Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) e Espectroscopia de Ressonancia
Magnética  Nuclear (NMR) foram  (5R,5aS)-1,1,5,8-tetrametil-1,2,3,4,5,6,50-
heptahidrobenzo[1,2-¢][7]anuleno  (Fig. 1a); (1R,7R)-2,2,10-trimetil-6-metileno-
biciclo[5.4.0Jundec-10-eno (trans-a-himachaleno) (Fig. 1b); (6R,7S)-2,2,6-Trimetil-10-
metileno-biciclo[5.4.0]-undec-1(11)-eno (Fig. 1c); 1-lIsopropil-7-metil-4-metileno-
1,2,3,4,4a,5,6,8a-octahidro-naftaleno (y-cadineno) (Fig. 1d); (R)-1,1,5,8-Tetrametil-
1,2,3,4,5-pentahidrobenzo[a][7]anuleno [(R)-ar-himachaleno] (Fig. 1le); (1S,2R)-2,6,6-
Trimetilbiciclo[5.4.0]Jundec-7-en-9-ona (Fig. 1f).

Todos 0s seis compostos sdo quirais, e a estrutura basica, configuracdo absoluta e
sintese dos enantidmeros 1a, 1c, 1e e 1f foram demonstradas por Bartelt et al. (2003), Muto
et al. (2004) e Mori (2005). O composto 1d ja era conhecido como constituinte do 6leo de
citronela (HEROUT & SYKORA, 1958), mas os compostos 1a, 1b, 1c, le e 1f eram até
entdo novos. Entretanto, os enantidmeros opostos dos compostos la e 1c, ja tinham sido
previamente isolados em arvores de Abies nordmanniana (Steven) Spach e A. alba Miller
(BARTELT et al., 2001; KHAN & PENTEGOVA, 1988; KHAN et al., 1989) e o
enantibmero oposto do composto le em arvores de Cedrus deodara (Roxb.) G. Don.
(PANDEY & DEV, 1968). Nem o composto 1b nem seus enantidmeros eram conhecidos
na natureza, mas o antipoda tinha sido preparado, anteriormente, a partir de compostos
derivados de plantas (JOSEPH & DEV, 1968). J& o composto 1f era totalmente
desconhecido da ciéncia (BARTELT, 2010).

No campo, misturas racémicas e enantiomericamente puras dos compostos 1a, 1c,
le e 1f e do enantibmero natural do composto 1d, obtido de dleo de citronela, liberados
juntos, aumentaram a captura de ambos os sexos de P. cruciferae, quando em associacdo
com alil-isotiocianato, um produto da quebra de glicosinolatos da planta hospedeira
Brassica napus L., tanto nos estudos conduzidos no Canada (SOROKA et al., 2005)
quanto na Hungria (TOTH et al., 2005). Nos experimentos realizados por Téth et al.
(2005), outras sete espécies de Phyllotreta também foram capturadas, mas em baixa

quantidade, quando a mistura feromonal em diferentes combina¢Ges mais o cairoménio da



planta hospedeira foram testados juntas. S&o elas: P. vittula (Redtenbacher), P. nodicornis
(Masham), P. procera (Redtenbacher), P. ochripes (Curtis), P. nigripes (F.), P. nemorum
(L.) e P. undulata (Kutschera). Os autores também verificaram que o composto la foi o
Unico que apresentou uma atividade feromonal clara, e que a espécie P. vittula respondeu
de forma similar a P. cruciferae em relacdo a mistura racémicas e ao enantidbmero puro
desse composto, sugerindo que o composto testado possa ocorrer amplamente dentro desse
género.

Segundo Beran et al. (2011), dos seis sesquiterpenos® emitidos por machos de P.
striolata (Chevrolat), um herbivoro comum em Brassicaceae e familias de plantas
relacionadas,  apenas o0 enantidmero (+)-(6R,7S)-himachala-9,11-dieno estimulou a
antena de machos e fémeas dessa espécie, e experimentos de campo e laboratério
demonstraram que este é o composto principal do feroménio de agregagdo produzidos por
machos dessa espécie e que a captura em armadilha aumenta sinergeticamente na presenca
de Alil isotiocianato. Outros compostos emitidos por P. cruciferae e identificados em P.
striolata foram os compostos 1b, 1d e 1e, mas 0s machos de P. striolata também emitem

0s compostos (+)-a-himachaleno (Fig. 1g) e (+)-p-himachaleno (Fig. 1h).
Aphthona Chevrolat

Dentro desse género compostos candidatos a feromdnio de agregacdo macho-
especifico foram detectados e identificados em A. flava Guillebeau, A. czwalinae (Weise),
A. cyparissiae (Koch) (BARTELT et al.,, 2001) e ha evidéncias da producdo de um
feromdnio de agregacdo por machos de A. nigriscutis Foudras (TANSEY et al., 2005).
Essas espécies sdo utilizadas como agentes de controle bioldgico de Euphorbia esula L.
(Euphorbiaceae), uma espécie de herbacea perene e origindria da Europa, que foi
introduzida acidentalmente na América do Norte (GASSMANN et al., 1996). Compostos
liberados por machos das trés primeiras espécies foram coletados enquanto eles se
alimentavam das suas plantas hospedeiras. Analises em cromatografia gasosa revelaram a
presenca de oito tipos de sesquiterpenos, produzidos em proporcdes espécie-especifica,
sendo que apenas seis apresentaram um resposta eletrofisiolégica em machos e fémeas de
A. flava (BARTELT et al., 2001). Os seis sesquiterpenos liberados por machos das trés
espécies sao os mesmos produzidos pelos machos de P. cruciferae (compostos 1a, 1b, 1c,
1d, 1e e 1f), mas em proporcdes diferentes. Os constituintes do feroménio de agregacéo em

Alticinae podem ser atrativos entre as espécies, como observado por To6th et al. (2005),

! Hidrocarbonetos de férmula quimica Cy5H,4, formados por trés unidades isopreno, podendo ser ciclicos ou
ramificados.



mas podem servir como pista de reconhecimento especifico em uma situagéo de escolha
natural (BERAN et al., 2011).

Utilizando um olfatdmetro sem escolha, Tansey et al. (2005) encontraram
evidéncias da producdo de pistas quimicas liberadas por machos que sdo atrativas para
ambos 0s sexos de A. nigriscutis, sendo que a densidade de insetos interfere na
atratividade, apresentando um efeito repelente em alta densidade. Os compostos que

mediam o0 comportamento de agregacdo dessa espécie ainda ndo foram identificados.

Epitrix Foudras

A primeira evidéncia da emissdo de compostos macho-especificos dentro do género
Epitrix foi demonstrada para a espécie E. fuscula Crotch (ZILKOWSKI et al., 2006), uma
importante praga de berinjela no sul dos Estados Unidos (McLEOD et al., 2002). Analise
de cromatografia gasosa de volateis coletados de machos, fémeas e de ambos, ao se
alimentarem de folhas de berinjela, revelou a presenca de seis compostos liberados apenas
pelos machos (ZILKOWSKI et al., 2006). Os compostos majoritarios foram identificados
como sendo isdmeros geomeétricos do aldeido Nona-2,4,6-trienal, pela primeira vez
descrito como componente do feromdnio em uma espécie de inseto e 0s quatro compostos
minoritarios foram identificados como sendo sesquiterpenos himachalenos comuns na
subfamilia Alticinae (compostos 1a, 1c e os alcoois (3R,9R,9aS) e (3S,9R,9aS)
2,3,5,6,7,8,9,9a-octahidro-3,5,5,9-tetrametil-1H-benzociclohepten-3-ol). Zilkowski et al.
(2006) demonstraram que os isdbmeros (2E, 4E, 6Z)- (Fig. 1i) e (2E,4E,6E)- (Fig. 1)) sdo
0s compostos majoritarios produzidos pelos machos de E. fuscula; eletrofisiologicamente
mais ativos em dosagens inferiores a 1 ng/composto do que os demais compostos e,
isbmeros sintéticos dos aldeidos foram atrativos em teste de campo para ambos 0S Sexos.
Nos testes de campo realizados, o feroménio produzido por E. fuscula também atraiu a
espécie relacionada E. hirtipennis (Melsheimer) sugerindo que machos dessa espécie
possam liberar um feromdnio relacionado aquele produzido por E. fuscula.
Posteriormente, Zilkowski et al. (2008) constataram que machos de E. hirtipennis, ao se
alimentarem de folhas de berinjela, liberaram seis isbmeros do aldeido Nona-2,4,6-trienal,
dois deles coincidem com os isdmeros produzidos por E. fuscula. Entretanto, apos analise
em cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa e HPLC, os autores
concluiram que o componente majoritario do feroménio produzido por E. hirtipennis se
refere ao isébmero (2E,4Z,6Z)- (Fig. 1k), e que quantidades menores dos isémeros
(2Z,4E,6E)-, (2Z,4E,62)-, (2E,4Z,6E)-, e (2E,AE,6E)-nona-2,4,6-trienal também foram



detectadas. Outra observacdo foi de que a exposicdo de qualquer um dos isémeros a luz
prontamente gera uma mistura de seis isdbmeros geométricos do nona-2,4,6-trienal. Esta
observacdo levanta a questdo se os isbmeros minoritarios, presentes na mistura macho-

especifica das duas espécies ndo seriam produtos da degradagéo pela luz.
1.2.1.2.  Subfamilia Chrysomelinae

Leptinotarsa decemlineata (Say)

O Besouro-da-batata, L. decemlineata, € considerado a praga mais importante para
a cultura de Solanum tuberosum L. (Solanaceae), nos Estados Unidos e Europa, sendo que
tanto as larvas quanto os adulto se alimentam das folhas, comprometendo a producgédo do
tubérculo (KUHAR et al., 2006). Os primeiros estudos com feromdnios nessa especie
apontaram para a existéncia de um feromonio sexual de contato produzido pelas fémeas
(DEWILDE et al., 1969; LEVINSON et al., 1979; JERMY & BUTT, 1991).
Posteriormente, Dickens et al. (2002) descobriram um composto liberado apenas por
machos dessa especie ao se alimentarem da planta hospedeira, que atrai ambos o0s sexos,
fornecendo um novo modelo de comunicacdo quimica para o besouro-da-batata. O
composto foi isolado e identificado como sendo (S)-3,7-dimetil-2-oxo-6-octeno-1,3-diol
(terpendide cetodiol) (Fig. 1I), cuja sintese detalhada foi descrita por Oliver et al. (2002).
Ja Kuhar et al. (2006) demonstraram, no campo, que armadilhas iscadas com o feroménio
de agregacdo sintético capturaram cinco vezes mais besouros do que armadilhas controle,
apresentando pela primeira vez evidéncias para o uso potencial dessa tecnologia no manejo

integrado de L. decemlineata.
1.2.1.3.  Subfamilia Criocerinae

Oulema melanopus L.

O besouro da folha do cereal, O. melanopus, € uma importante praga para a cultura
de cereais, principalmente em culturas de trigo, aveia e cevada (WELLSO & HOXIE,
1988). Originario da Europa e Asia (HAYNES & GAGES, 1981), o besouro foi
acidentalmente introduzido na América do Norte e rapidamente aumentou sua abundancia
e distribuicdo (HELGESEN & HAYNES, 1972), afetando a inddstria de cereais.
ComparacOes de volateis de machos e fémeas de O. melanopus se alimentando de folhas
de aveia, obtidas por Cossé et al. (2002) revelaram a presenca de um composto macho-

especifico eletrofisiologicamente ativo. Apds estudos de espectroscopia e microquimica os



autores confirmaram a cetona (E)-8-hidroxi-6-metil-6-octen-3-ona (Fig. 1m), como um
possivel ferombnio de agregacdo produzido por machos de O. melanopus. A funcdo
feromonal da cetona foi confirmada através de estudos de campo realizadas por Rao et al.
(2003), que demonstraram que armadilhas iscadas com o composto sintético atrairam

machos e fémeas na ordem de trés vezes mais do que armadilhas controle.
1.2.1.4.  Subfamilia Galerucinae

Acalymma vittatum (F.)

O besouro listrado das curcubitaceas, A. vittatum, é um herbivoro especialista cujos
adultos se agregam para se alimentarem de plantas jovens, sendo considerado uma
importante praga na cultura do pepino, Cucumis sativus L. (MORRIS et al., 2005). Estudos
de campo com armadilhas iscadas com insetos adultos e a planta hospedeira, realizados por
Smyth & Hoffmann (2003), evidenciaram a presenca de um feromdnio de agregacédo
produzido por machos. Posteriormente, Morris et al. (2005) isolaram de cole¢des de
volateis obtidos de machos que se alimentavam de Curcubita pepo L., uma nova pB-lactona,
determinada como (3R,4R)-3-metil-4-(1,3,5,7-tetrametiloctil)-oxetan-2-ona (vitalactona)
(Fig. 1n). A atividade bioldgica do composto foi evidenciada pelos autores através de
estudos eletrofisiologicos, que demonstraram que as antenas de machos e fémeas séo
estimuladas na presenca de vitalctona e através da ndo producdo do feromdnio pelas
fémeas. Estudos de campo, com o composto sintético, ainda ndo foram realizados, mas a
sintese assimétrica total do composto e sua configuracdo absoluta foram demostradas por
Schmidt & Breit (2009).

Aulacophora foveicollis Lucas

Esta espécie é uma praga importante na cultura de curcubitaceas, sendo gue tanto as
larvas quanto os adultos sdo daninhos as mudas e plantas maduras (AL-ALI et al., 1982).
Kumar & Nadarajan (2008), em seus estudos com insetos adultos e volateis extraidos de
ambos os sexos demonstraram, em condic6es de laboratério, a atratividade exclusivamente
de machos aos possiveis volateis liberados pelas fémeas, evidenciando a presenca de um
feromdnio sexual dentro dessa espécie. Entretanto, a caracterizacdo desses volateis ainda

nao foi demonstrada.



Diabrotica Chevrolat

O género Diabrotica representa um amplo grupo de besouros fitéfagos composto
de 338 espécies validas (WILCOX, 1972), sendo que 15 espécies e subespécies ja foram
registradas como importantes pragas em mais de 60 culturas diferentes (KRYSAN, 1986).
O padrdo de estrutura quimica dentro desse género parece estar relacionado a sua
taxonomia (CHUMAN et al., 1987) e os estudos realizados até aqui com atraentes sexuais
caem dentro de dois grupos principais, 0 grupo das espécies virgifera e o grupo das
espécies fucata.

Grupo de espécies fucata. Esse grupo é composto por 305 espécies consideradas
multivoltinas e com larvas polifogas (BRANSON & KRYSAN, 1981). A primeira
evidéncia da existéncia de um atraente quimico de longo alcance entre coespecificos,
dentro da familia Chrysomelidae, foi demonstrada para a espécie D. balteata LeConte
(CUTHBERT & REID, 1964), uma espécie polifoga cujas larvas atacam diversas culturas,
particularmente a batata doce e a abobora (ENDERS et al., 1995). Cuthbert & Reid (1964)
mostraram que armadilhas no campo iscadas com fémeas virgens de D. balteata ou
extratos obtidos do abddmen delas foram capazes de atrair machos em distancias
superiores a 14 metros e por um periodo médio de 10 dias. Schwarz et al. (1971) foram os
primeiros a tentarem elucidar a estrutura da molécula feromonal, mas suas analises foram
incompletas até as descobertas de Chuman et al. (1987). Enquanto isso, outro taxon dentro
desse grupo, D. undecimpunctata, composto por trés subespécies D. u. howardi Barber, um
inseto polifago e importante praga de amendoim, abobora e milho (GUSS et al., 1983b); D.
u. undecimpunctata Mannerheim e D. u. duodeciommnotata Harold, comecava a ter sua
comunicacgdo quimica elucidada. Branson et al. (1978), foram os primeiros a demonstrarem
a atratividade sexual de machos de D. u. duodeciommnotata por armadilhas iscadas com
volateis ndo fracionados obtidos de fémeas de D. u. duodeciommnotata, originarias do
México e de D. u. howardi, originarias de Dakota do Sul (USA). Posteriormente, Guss et
al. (1983b) isolaram e sintetizaram a partir de extratos obtidos de fémeas de D. u. howardi
a cetona 10-metiltridecan-2-ona (fig. 1r) e verificaram que o enantibmero sintético R
exerce maior atratividade nos machos do que o enantibmero S. Ainda segundo os autores, a
mistura racémica desse composto também atraiu machos das subespécies D. u.
undecimpunctata e D. u. duodeciommnotata, tendo sido demonstrado para a primeira uma
forte preferéncia pelo enantidmero R. No final da década de 1980 os estudos com ecologia
quimica de D. balteata foram retomados e Chuman et al. (1987) identificaram, isolaram e

sintetizaram o composto 6,12-dimetilpentadecan-2-ona obtido de extratos de fémeas
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virgens, e demonstraram que machos respondem igualmente aos extratos naturais e a
mistura racémica do composto sintético no campo. Em seguida, McLaughlin et al. (1991)
estabeleceram a configuracdo absoluta do feroménio, indicando que a forma bioativa do
atraente produzido pelas fémeas de D. balteata era o isdbmero (R, R) (Fig. 10), que ndo
difere da resposta de machos pela mistura racémica e que os demais estereoisomeros néo
atraem e nem parecem inibir a captura de machos no campo. Observa-se no grupo fucata,
portanto, que a estrutura feromonal caracteriza-se pela presenca de metil cetona e metil no
carbono quatro da extremidade final da cadeia de hidrocarbonetos (CHUMAN et al.,
1987). Ainda dentro desse grupo, evidéncias da producdo de um feromdnio produzido
pelas fémeas de D. speciosa (Germar) foram demonstrados por Ventura et al. (2001) e
Nardi (2010), mas os compostos que mediam tal comportamento ainda ndo foram
identificados. Estes sdo o0s uUnicos trabalhos com feromdnios de crisomelideos
desenvolvidos no Brasil até 0 momento.

Grupo de espécies virgifera — Esse grupo compreende um complexo de 21
espécies intimamente relacionadas, univoltinas e com o hospedeiro larval restrito a
algumas gramineas (BRANSON & KRYSAN, 1981). Segundo Ball & Chaudhury (1973),
a primeira indicacdo de um atraente sexual produzido por fémeas dentro desse grupo foi
fornecida na tese de M. D. Cates, de 1968, que demonstrou uma alteracdo no
comportamento de machos de D. virgifera virgifera LeConte, quando em contato com
papel filtro impregnado com possiveis odores de fémeas virgens. Entretanto, como 0s
resultados de Cates ndo foram estatisticamente conclusivos, Ball & Chaudhury (1973),
usando extratos de fémeas virgens (500 a 1000 fémeas equivalentes), com historico
desconhecido, apresentaram resultados razoaveis sobre o efeito desses extratos na atracao
de machos em condi¢cdes de campo e laboratorio. Essas evidéncias, por sua vez, foram
fortemente demonstradas, posteriormente, nos trabalhos de Guss (1976) e Bartelt & Chiang
(1977), que também demonstram uma variacdo temporal entre as respostas de machos
dessa espécie e de D. longicornis (= D. barberi Smith e Lawrence), uma espécie
atualmente simpatrica de D. v. virgifera. Nos trabalhos de Krysan et al. (1980) foi
demonstrado que armadilhas iscadas com extratos de fémeas virgens de D. v. virgifera
atraem machos de D. v. zea num padrdo diario muito semelhante e que o inverso é
verdadeiro. Os autores demonstraram ainda que armadilhas iscadas com extratos de fémeas
virgens de D. v. zea também atraem machos de D. barberi. Entretanto, foram Guss et al.
(1982) os primeiros a isolarem e sintetizarem a mistura racémica, Propanoato de 8-metil-

2-decila (Fig. 1p), como constituinte do feromdnio sexual de D. v. virgifera, o primeiro
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composto feromonal a ser identificado dentro da familia Chrysomelidae. A mistura
racémica desse composto, testada pelos autores no campo, também atraiu machos de outras
espécies de Diabrotica como D. barberi, D. I. longicornis, D. porracea Harold e D. v.
zeae, sendo que para D. barberi a captura diminuiu com o aumento da concentragéo do
feroménio e para D. v. zeae os machos foram atraidos de maneira igual, em relacdo ao
padrdo de captura diaria de machos de D. v. virgifera. Posteriormente, Guss et al. (1984)
sintetizaram e testaram no campo a atratividade dos quatro possiveis estereoisbmeros e
demonstraram que D. v. virgifera e D. v. zea respondem fortemente ao isomero (2R,8R) e
secundariamente ao isdbmero (2S,8R) enquanto que D. porracea responde exclusivamente
ao isdmero (2S, 8R). Em outro estudo com D. barberi, Guss et al. (1985) observaram que
0os machos dessa espécie sdo fortemente, se ndo exclusivamente, atraidos pelo isémero
sintético (2R, 8R) e severamente inibidos na presenca de baixos niveis do isbmero (2S, 8R).
Krysan et al. (1986), procurando estabelecer uma relacéo sistemética dentro do grupo das
espécies virgifera em relacdo a atratividade ao composto propanoato de 8-metil-2-decila,
demonstraram em seus estudos que machos de D. longicornis séo fortemente atraidos pelo
isbmero (2S, 8R) e que esta resposta diminui na presenca de quantidades iguais do isdmero
(2R, 8R), e que armadilhas iscadas com extratos de fémeas virgens de D. v. virgifera
atraem apenas machos dessa espécie e aquelas iscadas com extratos de fémeas virgens de
D. longicornis atraem o0s machos de ambas as espécies. Além disso, 0s autores
demonstraram que machos de D. lemniscata LeConte podem responder tanto ao isdmero
(2S, 8R) quanto ao isbmero (2R, 8R). Assim, todas as diabréticas do grupo virgifera, pelo
menos aquelas ocorrentes nos Estados Unidos, respondem a mistura racémica do
propanoato de 8 -metil-2-decila, com excec¢do dos machos de D. cristata (Harris) que,
segundo Guss et al. (1983a), respondem a mistura de Acetato de 8-metil-2-decila (Fig.
1q) e ao seu isbmero (2S, 8R). Portanto, Guss et al. (1984) acreditam que 8-metil-2-decanol
represente um precursor biossintético comum dentro desse grupo e, segundo Krysan et al.
(1986), as respostas diferenciais aos isomeros e analogos do propanoato de 8-metil-2-
decila aparentemente exercem papel fundamental nas interacGes sexuais e isolacdo
reprodutiva desse grupo.

Na América do Norte e Europa, 0s estudos realizados com ecologia quimica de
algumas espécies de diabroticas tém permitido a integracdo do uso de armadilhas de
feromdnios no manejo integrado dessas espécies (TOLLEFSON, 1998; CHANDLER,
2003; BORIANI et al., 2006; SPENCER et al., 2009). Aliado a essa tecnologia, estdo 0s

estudos com a caracterizacdo dos volateis de plantas responsaveis pela atracdo ou
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repeléncia de adultos (METCALF, 1987; HAMMACK et al., 1999; HAMMACK, 2001), o
que tem gerado importantes perspectivas com relacdo a manipulacdo das espécies

economicamente importantes de diabréticas no campo.

Galerucella Crotch

Dentro desse género a atracdo quimica entre coespecificos foi demonstrada para
duas espécies, Galerucella calmariensis (L.) e G. pusilla (Duftschmidt) que, segundo
Hight et al. (1995), foram introduzidas nos Estados Unidos como agentes de controle
bioldgico da espécie invasora Lythrum salicaria (L.) (Lythraceae). Assim, com o objetivo
de desenvolver ferramentas para 0 monitoramento das populacdes desses agentes de
controle bioldgico, Bartelt et al. (2006) demonstraram que machos das duas espécies, aos
se alimentarem da planta hospedeira, emitem um feromonio de agregacdo que €
eletrofisiologicamente ativo tanto em machos quanto em fémeas, para as duas espécies. Os
autores entdo isolaram, identificaram e sintetizaram o composto como sendo a lactona,
12,13-dimetil-5,14-dioxabiciclo[9.2.1]-tetradeca-1(13),11-dien-4-ona  (dimetilfurano-
lactona) (Fig. 1s), e testes de campo com 0 composto sintético atrairam ambos 0s sexos das
duas espécies. Novas evidéncias sobre a producéo e funcdo do feroménio produzido pelos
machos de G. calmariensis foram também demonstradas por Bartelt et al. (2008). Este € o
primeiro feromdnio de inseto que inclui o furano em sua estrutura, demonstrando a

diversidade quimica de feroménios encontrados dentro da familia Chrysomelidae.

Diorhabda elongata Brullé

A espécie D. elongata é um agente de controle biolégico de Tamarix spp.
(Tamaricaceae), uma arvore exdtica invasora que causa diversos problemas aos
ecossistemas dos Estados Unidos (ZAVALETA, 2000). Os besouros adultos entram em
diapausa no inverno e emergem da serrapilheira na primavera, podendo ocorrer até duas
geracOes por ano (DELOACH et al., 2004). Com o objetivo de desenvolver um sistema de
monitoramento baseado em feromdnios capazes de gerar informagfes sobre certos
atributos populacionais desses crisomelideos, Cossé et al. (2005) demonstram que machos
de D. elongata, ao se alimentarem da planta hospedeira, liberam pelo menos dois
compostos que sdo eletrofisiologicamente ativos para ambos 0s sexos, 0s quais foram
determinados como sendo o alcool, (2E, 4Z)-hepta-2,4-dien-1-ol (Fig. 1t), e o aldeido,
(2E, 42)-hepta-2,4-dienal (Fig. 1u). Nos testes de campo, realizados pelos autores, a

atratividade de ambos os sexos foi significativamente igual em armadilhas iscadas apenas
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com o &lcool e com a mistura dos dois compostos, mas significativamente maior quando 0s
dois tratamentos foram comparados com armadilhas iscadas apenas com o aldeido. Este
ferom6nio de agregacdo é uma mistura de compostos pequenos no tamanho e simples na
estrutura, quando comparado com outros feroménios de agregacao e, segundo Cossé et al.

(2005), apresenta grande similaridade com os chamados “volateis de folhas verdes”.
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Figura 1. Estrutura dos compostos encontrados nos feromdnios de longo alcance de
Chrysomelidae. Fonte: El-Sayed (2013). * O composto apresenta diferentes isdmeros que
desencadeiam diferentes respostas em diferentes espécies e/ou subespécies.

1.2.2. Feromonios de contato

Hidrocarbonetos cuticulares representam um papel importante na comunicacédo
quimica de insetos (SUGENO et al., 2006), pois podem mediar 0 comportamento sexual
(Coleoptera, Diptera e Lepidopteras), facilitar o reconhecimento dos companheiros de
ninho (Hymenoptera e Isoptera) e 0 reconhecimento de hospedeiros (Hymenoptera)
(BLOMQUIST et al., 1996). Esses hidrocarbonetos de contato podem também
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desempenhar um papel importante no isolamento sexual de espécies intimamente
relacionadas e compreender a variabilidade evolucionéria desses sistemas de sinalizagdo, e
podem aumentar a eficiéncia dos projetos com manejo de pragas que sdo baseados em
sinais sexuais (PETERSON et al., 2007).

A presenca de hidrocarbonetos cuticulares em Chrysomelidae ja foi investigada em
algumas espécies (GOLDEN et al., 1992; NIKOLOVA et al., 1999; NELSON et al., 2002;
2003; NELSON & CHARLET, 2003; GEISELHARDT et al., 2009a). Entretanto,
evidéncias de hidrocarbonetos cuticulares atuando no comportamento sexual foram
demonstradas apenas para as espécies Leptinotarsa decemlineata (LEVINSO et al., 1979;
JERMY & BUTT, 1991), Chrysochus cobaltinus LeConte, C. auratus (F.) (PETERSON
et al., 2007), Phaedon cochleariae (F.) (GEISELHARDT et al., 2009b) e Diabrotica
speciosa (NARDI, 2010), sendo que apenas em Gastrophysa atrocyanea Motschulsky
(SUGENO et al., 2006) os compostos envolvidos no comportamento de acasalamento

foram caracterizados.
1.2.2.1.  Subfamilia Chrysomelinae

Gastrophysa atrocyanea Motschulsky

Em coledpteros, certos comportamentos de corte e acasalamento realizados por
machos de varias espécies de cerambicideos, por exemplo, sdo desencadeados por
hidrocarbonetos cuticulares produzidos pelas fémeas e que servem como um feromdnio
sexual de contato (FUKAYA et al., 1996, GINZEL et al., 2003; ZHANG et al., 2003).
Semelhancas no comportamento de machos de G. atrocyanea durante o acasalamento com
aquele de cerambicideos levaram Sugeno et al. (2006) a suspeitarem da producdo de um
feromdnio sexual de contato pelas fémeas dessa espécie. Esse inseto constroi dois
esconderijos no solo durante sua vida, um no estagio pré-pupal e outro antes de entrar em
diapausa, e depois de se alimentar por uma a duas semanas como adulto (TANAKA &
SUZUKI, 2005). Assim, usando fémeas em pds-diapausa, Sugeno et al. (2006) revelaram a
producdo, nos élitros, de uma série de monometil alcanos, sendo que 9-metilheptacosano
(Fig. 2a), 1l1-metilheptacosano (Fig. 2b), 9-metilnonacosano (Fig. 2c) e 11-
metilnonacosano (Fig. 2d) foram considerados os componentes do feromdnio de contato
desse besouro devido a alta atividade comportamental observadas pelos machos em
contato experimental com esses compostos. Os autores observaram, ainda, que a atividade
feromonal € influenciada pelo comprimento da cadeia de carbono e pela posicdo da

ramificacdo metil. Este € o primeiro trabalho com feroménios de contato em
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Chrysomelidae que demonstra a bioatividade de hidrocarbonetos associados ao

comportamento sexual.

9-metilheptacosano 11-metilheptacosano
C d
9-metilnonacosano 11-metilnonacosano

Figura 2. Estrutura dos compostos bioativos do feromdnio sexual de contato produzido nos élitros
de fémeas de Gastrophysa atrocyanea.

Leptinotarsa decemlineata

DeWilde et al. (1969) ao estudarem, em tdnel de vento, a orientacdo olfativa de
besouros adultos de L. decemlineata em direcdo a odores obtidos de plantas, observaram
gue a resposta anemotatica dos machos aumentava quando fémeas eram colocadas juntas
com as plantas, o que levou os autores a desconfiarem da producdo de um odor por parte
das fémeas que era atrativo para os machos. Entretanto, foram Levinson et al. (1979) os
primeiros a apresentarem resultados consistentes sobre a percepcdo olfativa dos machos
em relacdo aos odores produzidos pelas fémeas e a demonstrarem a importancia de tais
odores no reconhecimento de parceiros. Para os autores, as fémeas maturas produzem, nos
élitros, um feromonio sexual de contato que elicita, a curta distancia, o comportamento de
cépula dos machos. No entanto, a sequéncia completa do comportamento copulatério dos
machos depende tanto de estimulos quimicos quanto de estimulos tateis (LEVINSON et
al., 1979; JERMY & BUTT, 1991). Até o presente momento as estruturas quimicas dos
compostos cuticulares que atuam no comportamento sexual dessa espécie ainda sdo
desconhecidas, mas, de acordo com Dubis et al. (1987), os hidrocarbonetos cuticulares de

adultos, machos e fémeas, de L. decemlineata sdo formados basicamente por uma mistura
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complexa de compostos saturados de 2-metilalcanos, e ramificagdes de mono, di, tri e
provavelmente tetrametil alcanos, sendo que a composi¢cdo quantitativa é sexo-dependente
e variavel com a idade. Como no trabalho de Levinson et al. (1979) os extratos usados
foram obtidos em pentano (fracdo ndo polar), Dubis et al. (1987) sugerem que alcanos de
cadeia longa e com ramificacbes metil presentes na cuticula das fémeas possam ser 0s
responsaveis pela estimulacdo e atracdo a curta distancia dos machos. Ainda segundo
Dubis et al. (1987), as diferencas observadas por eles no perfil de hidrocarbonetos de
ambos 0s sexos também sejam usadas pelos adultos de L. decemlineata no reconhecimento

sexual.

Phaedon cochleariae (F.)

O crisomelideo, P. cochleariae, é uma especie oligofaga que se alimenta de uma
grande variedade de espécies de cruciferas (Balachowsky, 1963). Estudos realizados por
Geiselhardt et al. (2009b) demostraram a presenca de 67 compostos na cuticula tanto de
machos quanto de fémeas, sendo que o perfil de hidrocarbonetos € sexo-especifico em
relacdo as quantidades relativas dos compostos e representados por hidrocarbonetos de
cadeia aberta ndo ramificados, metil-ramificados e insaturados com até 45 carbonos.
Segundo os autores, machos ndo foram capazes de fazer discriminacdes entre machos e
fémeas, vivos, mortos e estratos crus dos dois sexos, mas entre as fracdes polar e apolar
dos extratos usados, o0 Unico que desencadeou o comportamento de acasalamento dos
machos foi a fracdo polar (hidrocarbonetos saturados) em comparagdo com extratos crus.
Os hidrocarbonetos saturados, em P. cochleariae, sdo representados na grande maioria por
2-metil alcanos, e em seguida por monometil alcanos, dimetil alcanos e em menor
proporcao por n-alcanos. A alta porcentagem de compostos de 2-metil alcanos parece ser
comum entre o0s crisomelideos, pelo menos para as espécies ja investigadas (DUBIS et al.,
1987; NIKOLOVA et al., 1999; NELSON et al., 2002; 2003; NELSON & CHARLET,
2003; PETERSON et al. 2007; GEISELHARDT et al., 2009a).

1.2.2.2.  Subfamilia Eumolpinae

Chrysochus

Dentro da subfamilia Eumolpinae, o Unico estudo com hidrocarbonetos de contato
foi realizado com o objetivo de estabelecer as fungdes da sinalizagdo quimica na escolha de
parceiros e isolacdo sexual entre as especies de besouros-desfolhadores, Chrysochus
cobaltinus LeConte e C. auratus (F.) (PETERSON et al., 2007). As duas espécies se
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alimentam de plantas do género Asclepias (Asclepiadaceae) e Apocynum (Apocynaceae)
(DOBLER et al., 1998), e em relacdo ao comportamento sexual sdo altamente promiscuas
(PETERSON et al., 2007) e conhecidas por formarem uma zona de simpétria no Estado de
Washington (EUA), onde acasalamentos cruzados acontecem livremente entre as duas
espécies (Peterson et al., 2001). Analisando esse sistema, Peterson et al. (2007)
identificaram 27 hidrocarbonetos de contato presentes na cuticula dos besouros, sendo que
apenas trés nao foram encontrados em ambos 0s sexos das duas espécies. Os compostos
eram formados por simples hidrocarbonetos, sendo 12 n-alcanos, com 22 a 34 carbonos,
quatro alcenos ndo ramificados, 10 monometil alcanos e um dimetil alcano. Os autores
demonstram que a preferéncia de machos de C. cobaltinus por fémeas coespecificas ¢é
mediada por quimicos cuticulares sexo e espécie-especifico e, mesmo sem demonstrarem
quais compostos ou qual a razdo entre 0s quimicos sao responsaveis por essa preferéncia,
eles acreditam que os hidrocarbonetos de contato sdo 0s sinais mais provaveis que

orientam durante a escolha de parceiro nas duas especies.
1.2.2.3.  Subfamilia Galerucinae

Diabrotica speciosa (Germar, 1824)

A “Vaquinha”, ou “Brasileirinho”, D. speciosa é uma praga polifoga de grande
importancia econdémica para a América Latina por ser muito frequente em diversas culturas
(VENTURA et al., 2001). O adulto alimenta-se da parte aérea de plantas, enquanto a larva,
de raizes e tubérculos (GASSEN, 1989). Nardi (2010) demostrou que compostos
cuticulares presentes nos élitros de fémeas dessa espécie atuam no comportamento sexual
dos machos, sendo que das fracbes dos compostos obtidas em acetona, cloroférmio,
diclorometano e hexano, os machos responderam significativamente mais aos extratos
obtidos em acetona. O autor demostrou também que os machos respondem de forma
diferencial aos extratos de fémeas com diferentes idades, sugerindo que a maturacdo sexual
possa estar influenciando a producdo dos compostos responsaveis pela estimulacdo do
comportamento sexual. O isolamento dos compostos e a identificacdo das estruturas
quimicas ainda ndo foram demostrados para D. speciosa, mas este é o primeiro trabalho

com compostos cuticulares desenvolvidos com uma espécie de crisomelideo, no Brasil.
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1.2.2.4.  Subfamilia Hispinae

Brontispa longissima (Gestro, 1885)

Brontispa logissima é uma importante praga de coqueiro (Cocus nucifera L.), mas
pode atacar também diversas palmaceas ornamentais (CHIN & BROWN, 2001). Nativa da
Indonésia e Papua Nova Guiné, esta espécie foi introduzida em varios paises da Asia (LU
et al., 2008) e da Oceania (CHIN & BROWN, 2001). Tanto as larvas quanto os adultos
infestam, preferencialmente, os foliolos das folhas ainda fechadas de palméaceas para se
alimentarem dos tecidos parenquimaticos (BROWN & GREEN, 1958). A presenca de um
feromdnio sexual de contato, presente na cuticula de fémeas adultas de B. longissima o
qual é percebido pelo contato direto dos machos, foi demostrado por Kawazu et al. (2011).
Segundo os autores, apenas a fracdo apolar dos extratos obtidos em hexano desencadearam
uma resposta comportamental em machos semelhante a dos extratos crus, indicando que
um ou mais compostos de hidrocarbonetos apolares funcionem como um feroménio sexual

de contato em B. longissima.
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Capitulo 2

Constituintes quimicos presentes em volateis de

adultos de Costalimaita ferruginea (Coleoptera:

Chrysomelidae) e de Eucalyptus urophylla vs. E
grandis
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2.1. Introducéo

O eucalipto ¢ a esséncia florestal mais importante e amplamente cultivada ao redor
do mundo (GIAMAKIS et al., 2001), com destaque para as espécies Eucalyptus urophylla
S. T. Blake e E. grandis Hill ex. Maiden (FAO, 2005). No Brasil, clones de hibridos entre
as duas especies sdo amplamente utilizados para a formacdo de plantios comerciais
(ARAUJO et al., 2010) por apresentarem caracteristicas desejaveis para o setor florestal.
Entretanto, como qualquer outra espécie vegetal cultivada, os plantios de eucalipto sdo
frequentemente alvos de insetos-praga. O besouro-amarelo, Costalimaita ferruginea
(Fabricius, 1801) (Chrysomelidae: Eulmopinae) é um importante besouro desfolhador de
eucalipto, no Brasil (ANJOS & MAJER, 2003). Os adultos, que emergem logo apés as
primeiras chuvas, quando em surtos populacionais, sdo facilmente observados em
agregacdes se alimentando das folhas, brotacGes novas e tecidos tenros das arvores de
eucalipto (ANJOS, 1992). Os danos causados a essa esséncia florestal tém reflexos diretos
no crescimento das arvores com consequente perda na producdo de madeira (MENDES,
2004).

Na natureza sdo bem conhecidos diversos modelos de relacfes entre inseto-inseto,
inseto-planta e inseto-planta-inseto, que na grande maioria das vezes, sdo mediadas por
compostos volateis. Dentro da familia Chrysomelidae, ha alguns exemplos de compostos
volateis liberados pelos besouros e que sdo utilizados como pistas para a localizacdo de
individuos do sexo oposto para acasalamento (CUTHBERT & REID, 1964; BRANSON et
al. 1978; GUSS et al., 1983b; CHUMAN et al., 1987, NARDI, 2010) ou para a localizacédo
e reconhecimentos de individuos da mesma espécie visando a alimentacdo ou
acasalamento (DEWILDE et al., 1969; PENG & WEISS 1992; BARTELT et al., 2001;
ZILKOWSKI et al., 2006; LEVINSON et al., 1979; JERMY & BUTT, 1991). Entretanto,

em termos de rela¢Oes inseto-inseto, dentro da subfamilia Eumolpinae estudos foram
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realizados apenas com feromoénios de contato, utilizados para sinalizar a presenga de
parceiros potenciais e na isolacdo sexual interespecifica (PETERSON et al., 2007).

As plantas, por sua vez, liberam uma mistura de compostos volateis que séo
produzidos em diferentes rotas biosintéticas (PICHERKY & GERSHENZON, 2002).
Esses volateis contém informagdes que podem ser usadas por herbivoros para encontrar
seus hospedeiros, selecionar locais para oviposicdo e parceiros potenciais e evitar outros
individuos e a competicdo por alimento. N&o diferente de outras familias da Ordem
Coleoptera, as pistas olfatérias representam uma importante funcdo na localizacdo de
hospedeiros por adultos em Chrysomelidae (FERNANDEZ & HILKER, 2007).

Os terpenos sdo a classe mais abundante de volateis emitidos pelo género Eucalytus
(NUNES & PIO, 2001). Esta classe € formada por compostos com mdltiplos de cinco
carbonos, classificando-os em hemiterpenos (C5), monoterpenos (C10), sesquiterpenos
(C15), diterpenos (C20), triterpenos (C30) e assim por diante (KESSELMEIR &
STAUDT, 1999). O monoterpeno oxigenado, 1,8-Cineol (Eucaliptol), € o composto mais
abundante extraido do eucalipto, mas a sua concentracdo pode variar de uma espécie para
outra. Outros monoterpenos hidrocarbonetos, também sdo emitidos em quantidades
relativamente altas (o—Pineno; Limoneno, p-Ocimeno, B-Pineno, a-Felandreno,
Camfeno, y-Terpineno), enquanto que outros sesquiterpenos hidrocarbonetos e
monoterpnos oxigenados podem ser liberados em quantidades menores (NICOLE et al.,
1998; PAGULA et al., 2000). Por exemplo, Araujo et al. (2010), demonstraram uma alta
frequéncia do composto 0-Cimeno na constitui¢cdo do 6leo extraido das folhas de hibridos
de E. urophylla vs. E. grandis, seguida pelo Eucaliptol.

Alteracbes na taxa de emissdao de alguns compostos do eucalipto durante a
herbivoria ja foram documentados na literatura (ZINI et al., 2001) e a sensibilidade de
neurdnios sensoriais olfatorios a diversos compostos do eucalipto ja foram demostrados,
por exemplo, para Ctenarytaina eucalypti (Maskell) (Hemiptera: Psyllidae) (YUVARAJ
et al.; 2013). Entretanto, esta relacdo inseto-planta, ainda ndo foi analisada em nivel
quimico e comportamental para o sistema C. ferruginea e sua planta hospedeira
(eucalipto). Assim, este trabalho tem como objetivo caracterizar os volateis liberados por
C. ferruginea e pelo eucalipto e investigar as diferencas qualitativas e quantitativas nos
volateis liberados durante e apds a herbivoria. Para isso, os volateis foram coletados em
headspace e analisados em cromatédgrafo gasoso acoplado a espectrometria de massa (CG-
EM).
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2.2. Material e Métodos

2.2.1. Insetos

Adultos de C. ferruginea, de idade e status reprodutivos (acasalados ou virgens)
desconhecidos, foram coletados em um plantio de Eucalyptus urophylla S. T. Blake,
plantado no espagamento 3,0 X 3,0 m, com cerca de 30 meses de idade, localizado no
municipio de Coimbra, em Minas Gerais, Brasil (20°49°54,87”S ¢ 42°51°58,28” O). Os
besouros adultos foram coletados, manualmente, de novembro a dezembro de 2012, e
todos os insetos capturados foram levados para o laboratério de Manejo de Pragas
Florestais da Universidade Federal de Vigosa. Os insetos foram separados por sexo, de
acordo com observagfes de Anjos (1992), colocados em potes de vidro (2L) contendo
ramos de eucalipto para alimentacdo e acondicionados em camara climatica (25°C, = 70%
de Umidade Relativa (UR) e fotoperiodo de 12 horas) até sua utilizacdo nas coletas de

volateis e nos testes com detector eletroantenografico.

2.2.2. Espécie vegetal hospedeira

Os ramos de eucalipto utilizados na alimentacdo dos adultos de C. ferruginea e nas
coletas de volateis foram obtidos de clones hibridos de E. urophylla vs. E. grandis cedidas
pela Suzano Papel e Celulose. As mudas foram transplantadas para garrafas do tipo pet
utilizando-se terra como substrato e mantidas no péatio do Laboratorio de Manejo de Pragas
Florestais da Universidade Federal de Vigosa (20°45°29,97°S e 42°52°7,24”0) até a sua
utilizacdo. As arvores utilizadas tinham cerca de seis meses de idade e utilizaram-se,

preferencialmente, ramos apicais com folhas novas (cerca de 30 cm de comprimento).

2.2.3. Coleta dos volateis

Amostras de volateis foram coletados em headspace utilizando um sistema fechado
operado por uma bomba de vacuo (KNF Neuberger Laboport) que gerou um fluxo de ar
(200 ml/min) continuo dentro do sistema coletor. A cdmara de aeracdo dos volateis foi
constituida pela conexao de dois frascos de vidro, ligada ao sistema de ar a vacuo através
de conectores e tubos de silicone. Em uma das extremidades foi adicionado um filtro de
polimero Porapak Q contendo 20 mg do polimero para retencdo de volateis, e na outra
extremidade conectou-se um fluxo de ar umidificado e purificado por filtro de carvéo
ativado. A coleta de volateis foi realizada por um periodo de 24 horas, com fotoperiodo de
12 horas. Apds o periodo de coleta de volateis, os filtros de Porapak foram lavados com

300 pL de hexano (Sigma Aldrich, EUA) para a dessor¢cdo dos compostos, € as amostras
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obtidas foram concentradas a 70 pl. Posteriormente, foi adicionado a cada amostra
concentrada 30 uL de Acetato de heptila como padréo interno, na concentragao de 30 ng
uL?. As amostras foram armazenadas em frascos de vidro (2 ml) e colocadas no
congelador a -19° C, até sua utilizacdo nas analise em cromatografia a gas acoplada a
espectrometria de massa (CG-EM).

Para a determinacdo dos compostos especificos de cada sexo e de cada sexo em
associagdo com o eucalipto, grupos separados de 20 machos e 20 fémeas foram colocados
na camara de aeracdo com ou sem a presenca de ramos de eucalipto. Quando o0s insetos
foram colocados em associagdo com o eucalipto, foram usadas cadmaras de aeracdo
verticais. Neste caso, para a fixacdo e manutencdo da turgidez dos ramos de eucalipto
(cerca de 30 cm de comprimento). Estes foram inseridos dentro da cAmara de aeracdo em
potes de vidro (20 ml) contendo &gua destilada e vedados na sua abertura superior, por tiras
de papel aluminio. Todo o sistema era trocado a cada 24 horas. Foram aerados ainda, por
24 horas, apenas ramos de eucalipto e ramos de eucalipto danificados apds a alimentacao
dos besouros. Nesse tltimo caso, 20 insetos (de sexo desconhecido) foram colocados em
potes de vidro (5 L) contendo o ramo de eucalipto com sua haste inserida dentro de
frascos de vidro (20 ml) contendo agua destilada para manter a turgidez das folhas. Para
impedir a entrada dos insetos dentro do frasco, este foi tampado na extremidade superior
com algoddo e vedado com Parafilm® e, para impedir a fuga e permitir a circulacao de ar,
a abertura superior do pote grande foi fechada com tecido voal. O sistema foi mantido em
camara climatica (temperatura de 25 + 0,5 °C, UR de 70 = 10% e fotoperiodo de 12 horas)
por um periodo de 24 horas. Apo0s esse periodo os insetos foram retirados com o auxilio de
pinca e o ramo danificado foi utilizado na coleta dos volateis. Os ramos foram adicionados
na camara de aeracdo com suas hastes inseridas dentro de potes de vidro, conforme
descrito anteriormente. Foram produzidas cinco amostras para cada uma das seguintes
colecBes de volateis (tratamentos): machos sozinhos (M); fémeas sozinhas (F); machos se
alimentando de ramos do eucalipto (M+E); fémeas se alimentando de ramos do eucalipto
(F+E); ramos de eucalipto apds a alimentacdo pelos besouros (EA) e; ramos de eucalipto

sem ataque e sem insetos (ES).

2.2.4. Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM)

As amostras foram analisadas em GC-EM (Shimadzu, modelo QP2010) (Figura 3)
com injecdo manual de 1 pL.. O CG-EM era equipado com uma coluna capilar DB-5 (30 m
x 0,25 mm x 0,25 um — Rextex RTX -5) e foi operado no modo de injecdo splitless. O gas
hélio foi utilizado como gés de arraste em um fluxo de 1,0 mL min™. A temperatura do
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injetor foi de 250 °C. O programa de aquecimento do forno da coluna foi programado para
aquecer 35 °C por 5 min e depois 8 °C min™ até 280 °C totalizando 40,63 min (tempo de

analise). Para a detec¢do dos ions foi aplicada a técnica de impacto eletrnico a 70 eV.

Figura 3. Cromatégrafo em fase gasosa acoplado ao espectrometro de massa (GC-EM -
Shimadzu, modelo QP2010). Vigosa/MG, 2012.

2.2.5. ldentificacdo dos compostos

A identificacdo dos compostos foi realizada com base na comparacdo de seus
indices de Kovats (KI), tempo de retencdo e espectro de massa com aqueles obtidos nas
bibliotecas do software GCMSolution versdo 2.7 e na literatura (ADAMS, 2007; EL-
SAYED, 2013). Os KI’s foram determinados em relagdo ao tempo de retencdo (TR)
utilizando-se uma solucdo estoque de uma mistura de hidrocarbonetos (C7-C30) obtidos

em condicdes analiticas idénticas aquelas usadas nas analises de CG-EM.

2.3. Resultados

As analises em cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa revelaram
um total de 83 compostos presentes nos volateis obtidos de adultos de C. ferruginea
sozinhos, em associa¢do com os ramos de eucalipto e de ramos apds o ataque e sem ataque.
A identificagdo dos compostos, com base nas bibliotecas NIST08 e WILEY7 e em

comparacdo com espectros de massas disponiveis na literatura (ADAMS, 2007) e em
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bancos de dados da web [The pherobase (EL-SAYED, 2013) e NIST — National Institute
of Standards and Technology] foi possivel para 91,57% de todos os compostos detectados.
Destes, 23,4% foram classificados como sesquiterpenos hidrocarbonetos, 16,9% como
monoterpenos hidrocarbonetos, 13,0% como monoterpenos oxigenados, 2,6% como
sesquiterpenos oxigenados e o restante representado por hidrocarbonetos, alcoois, aldeidos,
¢ésteres e cetonas, conhecidos como volateis de folhas verdes (VFV’s).

Nos perfis cromatogréficos de ramos de eucalipto sem o ataque de C. ferruginea
(tratamento ES), um total de 44 picos foi detectado (Figura 4A) considerando o0s
cromatogramas gerados para as cinco amostras desse tratamento. Desse total, apenas para
um dos picos o composto correspondente ndo foi identificado. Quando os volateis foram
coletados de fémeas adultas de C. ferruginea se alimentando dos ramos de eucalipto
(tratamento F+E) foi possivel detectar um total de 72 picos (Figura 4B) e, destes, trés ndo
foram identificados. Perfil semelhante foi observado quando os volateis foram coletados de
machos adultos se alimentando do eucalipto (tratamento M+E), o que gerou um total de 66
picos (Figura 5A), sendo que para quatro ndo foi possivel realizar a identificacdo do
composto correspondente. J& nos volateis coletados apos a herbivoria dos besouros
(tratamento EA), observou-se que os ramos de eucalipto atacados e sem insetos liberaram
um total de 63 compostos (Figura 5B) e, destes, 60 foram identificados. Ja os volateis de
fémeas (tratamento F) e machos (tratamento M) adultos liberados na auséncia da planta
hospedeira produziram um total de 30 e 32 picos, respectivamente (Figura 6). Para as
fémeas apenas um pico ndo foi possivel realizar a identificacdo e para os machos a

identificacdo ndo foi possivel para quatro picos.
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Figura 4. Cromatogramas representativos dos volateis coletados de (A) ramos de clones hibridos
de Eucalyptus urophylla vs. E. grandis sem adultos de Costalimaita ferruginea (ES) e de (B)
fémeas adultas se alimentando nos ramos de eucalipto (F+E). Vicosa/MG, 2012. o-Pineno (7); B-
Pineno (8); Sulcatona (9); B-Mirceno (10); Decano (11); Octanal (12); a-Felandreno (13); Acetato de (32)-
hexenila (14); Isobutirato de isoamila (15); a-Terpineno (16); o-Cimeno (17); Limone (18); Eucaliptol (19);
(2)-B-Ocimeno (20); (E)-B-ocimeno (22); 8-Terpineno (23); a-Terpinoleno (25); Undecano (27); Linalool
(28); Nonanal (29); (3E)-4,8-dimetil-1,3,7-nonatrieno (30); allo-Ocimeno (31); neo-allo-Ocimeno (32);
Borneol (35); Benzoato de Etila (36); Terpinen-4-ol (37); Butirato de (32)-hexenila (38); a-Terpineol (39);
Dodecano (40); Salicilato de metila (41); Metilchavicol (42); Decanal (43); Geraniol (44); Geranial (46);
Tridecano (47); 2-Butiloctanol (49); Bicicloelemeno (50); Acetato de a-terpinila (51); a-Cubebeno (52);
Acetato de geranila (53); a-Copaeno (54); Tetradecano (55); p-Cubebeno (56); B-Elemeno (57); a-Gurjuneno
(59); B-Cariofileno (60); Benzoato de Isoamila (61); B-Gurjuneno (62); Geranil acetona (63); Cadina-3,5-
dieno (64); a-Cariofileno (65); Allo-Aromadendreno (67); &-Gurjuneno (68); Pentadecano (69);
Biciclogermacreno (70); a-Muuroleno (71); y-Cadineno (72); Cubebol (73); 3-Cadineno (74); trans-Cadina-
1,4-dieno (75); Heptadecano (77); Tetradecanoato de etila (79); Octadecano (80); Acetato de (2E,6E)-
farnesila (81); Heneicosano(83); ND - Nao identificado.
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Figura 5. Cromatogramas representativos dos volateis coletados de (A) machos adultos de
Costalimaita ferruginea se alimentando de ramos de clones hibridos de Eucalyptus urophylla vs. E.
grandis (F+E) e de (B) ramos de eucalipto apds a alimentacdo dos besouros (EA).
Vicosa/MG, 2012. a-Pineno (7); B-Pineno (8); Sulcatona (9); B-Mirceno (10); Decano (11); Octanal (12);
a-Felandreno (13); Acetato de (3Z)-hexenila (14); Isobutirato de isoamila (15); a-Terpineno (16); o-Cimeno
(17); Limone (18); Eucaliptol (19); (2)-B-Ocimeno (20); 2-Feniletanol (21); (E)-p-ocimeno (22); 6-Terpineno
(23); Octan-1-ol (24); a-Terpinoleno (25); Undecano (27); Linalool (28); Nonanal (29); (3E)-4,8-dimetil-
1,3,7-nonatrieno (30); allo-Ocimeno (31); neo-allo-Ocimeno (32); Borneol (35); Benzoato de Etila (36);
Terpinen-4-ol (37); Butirato de (3Z)-hexenila (38); a-Terpineol (39); Dodecano (40); Salicilato de metila
(41); Metilchavicol (42); Decanal (43); Geraniol (44); Geranial (46); Tridecano (47); Indol (48); 2-
Butiloctanol (49); Bicicloelemeno (50); Acetato de a-terpinila (51); a-Cubebeno (52); Acetato de geranila
(53); a-Copaeno (54); Tetradecano (55); B-Cubebeno (56); B-Elemeno (57); a-Gurjuneno (59); B-Cariofileno
(60); Benzoato de Isoamila (61); B-Gurjuneno (62); Geranil acetona (63); Cadina-3,5-dieno (64); a-
Cariofileno (65); Allo-Aromadendreno (67); Pentadecano (69); Biciclogermacreno (70); a-Muuroleno (71);
y-Cadineno (72); Cubebol (73); 8-Cadineno (74); trans-Cadina-1,4-dieno (75); Heptadecano (77);
Octadecano (80); Acetato de (2E,6E)-farnesila (81); Heneicosano(83); ND - Nao identificado.
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Figura 6. Cromatogramas representativos dos volateis coletados de (A) fémeas (F) e de (B)
machos (M) de Costalimaita ferruginea. Vigosa/MG, 2012. o-Pineno (7); B-Pineno (8); Sulcatona (9);
Decano (11); Octanal (12); Limone (18); Eucaliptol (19); (Z)-p-Ocimeno (20); Undecano (27); Nonanal (29);
a-Terpineol (39); Dodecano (40); Salicilato de metila (41); Decanal (43); Tridecano (47); a-Cubebeno (52);
a-Copaeno (54); Tetradecano (55); B-Elemeno (57); a-Gurjuneno (59); p-Gurjuneno (62); Geranil acetona
(63); Dodecanol (66); Allo-Aromadendreno (67); Pentadecano (69); a-Muuroleno (71); y-Cadineno (72); 8-
Cadineno (74); Heptadecano (77); Tetradecanoato de etila (79); Octadecano (80); Salicilato de benzila (82);
ND - Néo identificado.

Os compostos identificados neste trabalho puderam ser divididos em trés grupos: (i)
compostos liberados exclusivamente por adultos de C. ferruginea (sozinhos ou em
associacdo com o eucalipto); (ii) compostos liberados pelo eucalipto sem ataque, mas que
foram detectados em outros tratamentos e (iii) compostos liberados pelo eucalipto durante
e apds a herbivoria. A seguir, serdo apresentados para 0s compostos de cada grupo o0s
indices de Kovats (IK) e os tempos de retencdes (TR) obtidos nas analises em
cromatografo gasoso acoplado a espectrometria de massa; o 1K dos compostos obtidos na
literatura em coluna DB-5 e as concentracGes medias dos compostos para cada tratamento
em que eles foram detectados (n=5). Por fim, serdo apresentados detalhes dos compostos
ndo identificados. Vale ressaltar que a numeracdo dos compostos seguiu a ordem de

eluicdo em coluna DB-5.

2.3.1. Compostos exclusivamente liberados nos tratamentos com insetos adultos

Na Tabela 2 se encontram os compostos especificos identificados nas amostras dos
tratamentos M, F, M+E e F+E. Um aldeido e trés alcanos ocorreram apenas nos

tratamentos com a presenca de adultos de C. ferruginea. Em relacdo aos compostos

29



especificos dentro desse grupo, dois compostos foram exclusivos do tratamento F, o alcool
Dodecan-1-ol e o Salicilato de benzila. No tratamento F+E, apareceram trés compostos
exclusivos, entre eles o sesquiterpeno, 8-Gurjuneno. Em comum a esses dois tratamentos
foram encontrados dois compostos, o0 Heptanal e o Tetradecanoato etila (Tabela 2). Estes
compostos parecem ser exclusivamente liberados pelos insetos porque ndo foram

detectados nos tratamentos com eucalipto sem ataque ou ap6s a herbivoria.

Tabela 2. Compostos presentes nos volateis coletados de fémea e machos adultos de Costalimaita
ferruginea sozinhos ou em associa¢do com ramos de clones hibridos de Eucalyptus urophylla vs. E.
grandis. Vicosa-MG, 2012.

R 1K Concentracéo
No Composto (min) cal IK lit.* (ng pL™h)
' M F M+E F+E
Alcanos
11 Decano 12,69 999 1000 1,979 0,679 1,71® 1,159
55 Tetradecano 20,38 1398 1400 0,81® 0,98 0,86 0,85%
69 Pentadecano 21,97 1498 1500 2,65® 1,78® 4,120 5520
Alcoois
49  2-Butiloctanol 18,91 1277 1277 - - - 0,74%®
66 Dodecanol 21,62 1470 1470 - 0,69 - -
Aldeidos
4  Heptanal 10,30 900 902 - 0,38 - 0,69?)
12 Octanal 12,80 1004 998 1,829  0,95® 3958 4,959
Aromatico
82 Salicilato de benzila 2751 1894 1865 - 1,92@ - -
Esteres
79 Tetradecanoato de etila 26,20 1793 1796 - 0,21@ - 0,58@
Sesquiterpenos
hidrocarbonetos
68  §-Gurjuneno 21,79 1477 1477 - - - 2,08%

*Indices de Kovats (IK) para coluna DB-5 obtidos em ADAMS (2007). TR — tempo de retencdo medio.
Numeros entre paréntese indicam a quantidade de amostras (n=5) de cada tratamento em que determinado
composto foi identificado. M — Macho sozinho; F — fémea sozinha; M+E — machos se alimentando do
eucalipto; F+E — fémeas se alimentando do eucalipto.

Outro composto encontrado nos tratamentos de fémeas de C. ferruginea sozinha e
em associacdo com clones hibridos de E. urophylla vs. E. grandis, foi o Decanal (n° 43),
mas além desses dois tratamentos ele também foi encontrado nas amostras do tratamento
EA. Para este composto o IK e IK obtido em coluna DB-5 e disponivel na literatura
(ADAMS, 2007) foram de 1208 e 1201, respectivamente, com tempo de retencdo médio de

17,01 min. O composto foi detectado em todas as amostras dos trés tratamentos e as
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concentracdes foram de 4,76, 8,78 e 12,23 ng uL™, para os tratamentos EA, F e F+E,

respectivamente.

2.3.2. Compostos liberados pelo eucalipto sem ataque, mas que foram detectados em
outros tratamentos

Um total de 44 compostos foi detectado nos volateis liberados por ramos de
eucalipto, sendo que apenas um ndo foi identificado. Do total de compostos identificados
para esse tratamento, 19 compostos parecem ser produzidos exclusivamente pelo eucalipto,
mesmo que estes tenham sido detectados nos tratamento M+E, F+E e EA. Ja 24 compostos
além do eucalipto também apareceram nos demais tratamentos, incluindo os tratamentos de
machos e fémeas sozinhos. Assim, este segundo grupo de compostos pode ser subdividido
em dois subgrupos: (1) compostos comuns aos tratamentos com o eucalipto, ou seja,
presentes nos tratamentos M+E, F+E e EA (Tabela 3) e (2) compostos comuns a todos os
tratamentos, incluindo os tratamentos F e M (Tabela 4).

Os compostos detectados no subgrupo 1 foram identificados como sendo trés
ésteres, 11 monoterpenos (sendo cinco oxigenados), cinco sesquiterpenos (sendo um
oxigenado) e um terpeno irregular (Tabela 3). Todos os compostos foram encontrados em

todas as cinco amostras obtidas para todos os tratamentos inclusos nesse subgrupo.
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Tabela 3. Compostos emitidos por ramos de clones hibridos de Eucalyptus urophylla vs. E.
grandis e que foram encontrados nos volateis emitidos por machos e fémeas de Costalimaita
ferruginea durante e ap6s a alimentacéo dos besouros. Vigosa-MG, 2012.

Concentracéo (ng pL!
Ne Composto TR K K §ao (ng pL.7)
(min.) cal. ES EA M+E F+E
Esteres
14 Acetato de (32)- 1289 1008 1002 4279 4109 1321 12,899

hexenila
51  Acetato de o-terpinila 19,67 1357 1349 67,66  5891®  4811® 51,60¢

Monoterpeno hidrocarbonetos

13 a-Felandreno 12,83 1006 1002 29,708  2534® 1801® 29,07
16  a-Terpineno 13,12 1020 1017 1,45®) 2,250 1,290 276®
17  o-Cimeno 13,30 1028 1026 1,56% 1,369 2508  3,49®)
22 (E)-p-ocimeno 13,81 1052 1050 1,16 5028 991®  1344®
23 &-Terpineno 14,07 1064 1059 5,346 3,93®  319®  600®
25  o-Terpinoleno 14,72 1092 1088 27,759 24,19®  18.85%  40,21®)
Monoterpeno oxigenado
28  Linalool 14,92 1101 1096 1,64% 2,64 3858 6360
31  allo-Ocimeno 1553 1133 1132 11,98® 6,7® 9,08®  11,58®
32 neo-allo-Ocimeno 15,79 1147 1144 1,16®) 0,68®  253® 2756
35  Borneol 16,35 1174 1169 3,930 2,47 268% 3380
37  Terpinen-4-ol 16,55 1184 1177 2,18% 2,429 666®  548%
Sesquiterpenos hidrocarbonetos
56  B-Cubebeno 20,44 1402 1388 2,08® 1,209 188®  201®
60  B-Cariofileno 20,97 1436 1419 2,73 0,81®  0,73®  057®
65 a-Cariofileno 21,53 1471 14,54 0,17 0,08®  0,13®  0,08®
70  Biciclogermacreno 22,21 1513 1500 8,90®) 7,83®) 17,409 24,300

Sesquiterpenos oxigenados

Acetato de (2E,6E)-

: 26,87 1846 1846 1,17® 353 4179 3,699
farnesila

81

Terpenos irregulares

30 DMNT! 15,26 1119 - 0,19 0,15® 3450  416®

Indices de Kovats (IK) para coluna DB-5 obtidos em *ADAMS (2007). TR — Tempo de retencdo medio.
NUmeros entre paréntese indicam a quantidade de amostras (n=5) de cada tratamento em que determinado
composto foi identificado. *(3E)-4,8-dimetil-1,3,7-nonatrieno. ES — ramos de eucalipto sem ataque; EA —
ramos de eucalipto apds alimentagdo dos besouros; M+E — machos em associacdo com o eucalipto; F+E —
fémeas em associacdo com o eucalipto.

No subgrupo 2, foram identificados quatro alcanos, um aldeido, uma cetona, seis
monoterpenos, sendo dois oxigenados, e oito sesquiterpenos, sendo um oxigenado (Tabela
4). Entre os sesquiterpenos, apenas a-Copaeno, 6-Cadineno e Geranil acetona foram
encontrados em 100% das amostras dos seis tratamentos. Para o tratamento F, no entanto,
cinco compostos ndo foram detectados (Octadecano, Salicilato de metila, a-Cubebeno e

a-Gurjuneno).
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Tabela 4. Compostos emitidos por ramos de clones hibridos de Eucalyptus urophylla vs. E.
grandis e encontrados nos tratamentos de machos e fémeas de Costalimaita ferruginea sozinhos,
machos e fémeas se alimentando do eucalipto e do eucalipto apds alimentagdo dos besouros.
Vigosa-MG, 2012.

TR IK  IK Concentragdo (ng pL?)
N° Composto : o
(min) cal. it M F ES EA M+E F+E
Alcanos
27  Undecano 14,88 1099 1100 3,91® 8,_85® 0,96® 2,17 3,54%) 8,72®
40 Dodecano 16,86 1199 1200 2,549 0,76 0,52 1,89® 5,06® 0,42
47 Tridecano 18,69 1299 1300 1,38%® 0,71®  3,28® 2,13 1,81® 1,76®
77 Heptadecano 2493 1699 1700 1,73® 0,46® 333®  147® 140  150®
80 Octadecano 26,28 1799 1800 1,61@ - 1,209 0,77® 0,85% 1,98®
Aldeido
29 Nonanal 15,01 1106 1100 2,71® 2,17® 7,720 6,420 5,020 5,65®
Cetona
9 Sulcatona 12,43 990 985 1,549 1,77® 6,490 6,79® 9,67®  15,29®
Ester aromatico
g RRCIAOde 503 1203 1101 3269 - 3320 2439 2569 3040
Monoterpenos hidrocarbonetos
7 a-Pineno 11,11 938 939 1,249 0,68® 70,36®  64,58® 108,90® 139,94®
8 P-Pineno 1220 981 979 0,349 046" 391®  430® 69  10,06®
18 Limoneno 13,40 1033 1029 10,50® 2,16® 30,100 22,31®  30,71®  35,81®
20 (2)-p-Ocimeno 13,59 1042 1037 1,07® 0,98® 1867 23,76® 100,71® 94,18
Monoterpenos oxigenados
19 Eucaliptol 13,47 1037 1031 2,42® 0,85® 322,12® 28935% 371,28® 262,20
39 o-Terpineol 16,81 1197 1188 3,000 1,35® 1490® 1319® 1481®  26,28®
Sesquiterpenos hidrocarbonetos
52 o-Cubebeno 19,77 1363 1348 0,02 - 2,08 1,28® 0,99® 1,43®
54 -Copaeno 20,20 1388 1376 0,94® 0,620 838® = 434® 4420 750
57 B-Elemeno 20,46 1403 1390 0,27® 0,31® 1,93® 1820  246® 4,980
59 o-Gurjuneno 20,79 1424 1409  0,28? - 38200 2470  204® 2,50
62 B-Gurjuneno 21,23 1452 1433 0,379 0,28® 1528 1650 1920  368®
g7 Allo- 21,66 1478 1460 0,159 0,12®@  4,43® 2,410 2,58 4,54%)
Aromadendreno
71 o-Muuroleno 22,22 1514 1500 0,209 0,17®  2,58® 1,60® 6,78® 7,940
72 y-Cadineno 22,47 1531 1513 3,14® 0,08% 0,33® 0,299 19,109  0,44%
74 §-Cadineno 2257 1538 1524 2,189  0,41®  7,12® 7,91 8,64® 7,779
Sesquiterpenos oxigenados
63 Geranil acetona 21,32 1457 1455 0,91® 1,720 13858  16,34®  15094©  1541®

Indices de Kovats (IK) para coluna DB-50btidos em *ADAMS (2007). TR — Tempo de retencdo médio.
NUmeros entre parénteses indicam a quantidade de amostras (n=5) de cada tratamento em que determinado
composto foi identificado. M — macho; F — fémea; ES — ramos de eucalipto sem ataque; EA — ramos de
eucalipto ap6s a hebivoria; M+E — machos em associagdo com o eucalipto; F+E — fémeas em associa¢do com
o eucalipto.
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Os compostos emitidos por ramos de eucalipto e detectados em altas concentracGes
foram Eucaliptol, a-Pineno, Acetato de a-terpinila, Limoneno, a-Felandreno e a-
Terpinoleno. Quando os insetos foram introduzidos no sistema, alteracdes no padrdo de
emissdo de certos compostos pelo eucalipto puderam ser claramente percebidas. Uma
dessas alteragdes foi 0 aumento na emissdo dos compostos a-Pinene, Biciclogermacreno,
Acetato de (3Z)-hexenila, (3E)-4,8-dimetil-1,3,7-nonatrieno, Sulcatona, (Z)-p-Ocimeno e
a-Muuroleno. J& um comportamento inverso aconteceu com o composto Acetato de
(2E,6E)-farnesila, que na presenca dos besouros teve suas emissdes reduzidas. Entre os
compostos comuns ao eucalipto e aos insetos sozinhos, a emissdo dos compostos foram, na
grande maioria, bem menores, com excec¢do dos alcanos, do aldeido e do sesquiterpeno, y-

Cadineno. Para este ultimo, as emissdes foram maiores nos tratamentos com machos.

2.3.3. Compostos liberados pelo eucalipto durante e apos a herbivoria

Vinte e dois compostos foram emitidos exclusivamente nos volateis de hibridos de
Eucalyptus urophylla vs. E. grandis durante (M+E e F+E) e ap0s a alimentacdo de C.
ferruginea (EA). Assim, para este grupo, trés subgrupos de compostos foram observados:
(1) compostos emitidos durante e apds a alimentacdo dos besouros (Tabela 5); (2)
compostos emitidos apenas durante a alimentacdo (Tabela 6) e; (3) compostos liberados
apos a alimentacdo dos besouros (Tabela 7). No primeiro caso, 11 compostos apareceram
nos trés tratamentos, sendo um alcano, uma cetona, dois ésteres, quatro monoterpenos
(sendo trés oxigenados) e dois sesquiterpenos. O B-Mirceno e o Bicicloelemeno estiveram
presentes em todas as amostras dos tratamentos M+E e F+E, mas apareceram apenas em
trés amostras do tratamento EA. O Geraniol e 0 Cubebol também foram frequentes nos
tratamentos M+E e F+E, ocorrendo em menor frequéncia no tratamento EA. A emissdo de
B-Mirceno, no tratamento F+E, parece ter sido bem maior do que nos outros tratamentos e

Butirato de (32)-hexenila ndo foi detectado nas amostras do tratamento M+E.
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Tabela 5. Compostos emitidos por ramos de clones hibridos de Eucalyptus urophylla vs. E.
grandis durante a alimentacdo de adultos machos (M+E) e fémeas (F+E) de Costalimaita
ferruginea e ap6s a alimentagdo dos besouros (EA). Vicosa-MG, 2012.

TR K 1K Concentrzi(;éo
No Composto (min) cale.  lit* (ng pL™)
' ) M+E F+E EA
Alcanos
83  Heneicosano 29,97 2099 2100  1,34@ 0,75@ 0,59®
Cetona
2 Hexan-3-ona 6,95 792 783"  0,53?@ 1,49® 0,22
Esteres
36  Benzoato de Etila 16,4 1177 1173 3179 2,859 2,06?
38  Butirato de (3Z)-hexenila 16,64 1189 1186 - 0,91® 1,08
61  Benzoato de Isoamila 21,14 1446 1435 1,059 2,179 0,82®
Monoterpenos
10  p-Mirceno 12,51 992 990 4,78%) 13,899 1,209
Monoterpenos oxigenados
42  Metilchavicol 16,95 1204 1196  0,99@ 0,38@ 0,799
44  Geraniol 17,93 1258 1252 0,659 4,35® 2,63%
46 Geranial 18,25 1276 1267  2,89@ 1,31® 0,67?
Sesquiterpenos
50  Bicicloelemeno 19,41 1342 1326* 3,99® 1,69® 0,95@
73 Cubebol 22,47 1531 1515  0,60¥ 1,27 1,20@

Indices de Kovats (IK) para coluna DB-5 obtidos em *ADAMS (2007), ZAIKIN & BORISQV (2002) e
NICKAVAR (2006). TR — Tempo de retencdo médio. Nimeros entre parénteses indicam a quantidade de
amostras (n=5) de cada tratamento em que determinado composto foi identificado.

No subgrupo 2, seis compostos foram emitidos durante a alimentacdo de machos e

fémeas de C. ferruginea, sendo dois ésteres, dois monoterpenos e dois sesquiterpenos

(Tabela 6). A presenca de Cadina-3,5-dieno s6 foi observada em duas amostras de cada

tratamento.
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Tabela 6. Compostos emitidos durante a alimentacdo de adultos machos e fémeas de Costalimaita
ferruginea em ramos de clones hibridos de Eucalyptus urophylla vs. E. grandis. Vicosa-MG, 2013.

R 1K Concentracéo
No Composto (min)  calc IK lit* (ng pL™)
' M+E F+E
Esteres
5 Isobutirato de isobutila 10,65 915 911 1,30¢) 1,98%
15  Isobutirato de isoamila 13,01 1014 1009 1,84%) 3,90®)
Monoterpenos hidrocarbonetos
6 o-Tujeno 10,95 931 930 0,31% 0,55®
53  Acetato de geranila 20,16 1385 1381 3,509 2,87%
Sesquiterpenos hidrocarbonetos
64  Cadina-3,5-dieno 21,47 1467 1454** 0,21 0,43?®
75  trans-Cadina-1,4-dieno 22,73 1548 1534 0,429 0,65®

indices de Kovats (IK) para coluna DB-5 obtidos em *ADAMS (2007) e **COURTOIS et al. (2009). TR
— tempo de retencdo médio. NUmeros entre parénteses indicam a quantidade de amostras (n=5) de cada
tratamento em que determinado composto foi identificado. M+E — machos em associacdo com o
eucalipto; F+E — fémeas em associacdo com o eucalipto.

No subgrupo 3, cinco compostos foram detectados em hibridos de Eucalyptus

urophylla vs. E. grandis exclusivamente apos a alimentacdo de adultos de C. ferruginea.

Entre eles dois alcanos, um alcool, um aldeido aromatico e o Indol. No entanto, a

quantidade de amostras em que esses compostos foram detectados foi menor ou igual a trés

(Tabela 7).

Tabela 7. Compostos emitidos exclusivamente por ramos de clones hibridos de Eucalyptus
urophylla vs. E. grandis apds alimentacdo por adultos de Costalimaita ferruginea. Vicosa-MG,

2012.
N° Composto (;:T]) IKcéale. IKIit* Co?ncgthrg;;éo
Alcanos
1 2-Metil-heptane 6,28 776 760* 0,448
Octano 7,33 799 800 0,76®
Alcool
21 2-Feniletanol 13,73 1048 1042 0,39?
24 Octan-1-ol 14,21 1070 1068 0,65
Indol
48 Indol 18,76 1303 1291 1,97

Indices de Kovats (IK) para coluna DB-5 obtidos em *ADAMS (2007) e 'ZAIKIN &
BORISOV (2002). TR — tempo de retengdo médio. NUmeros entre parénteses indicam a
quantidade de amostras (n=5) de cada tratamento em que determinado composto foi

identificado.
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2.3.4. Compostos néo identificados

Para sete compostos ndo foi possivel fazer a identificacdo (Tabela 8), pois 0s
espectros de massa ndo foram encontrados na literatura consultada e nem um padréo de
similaridade foi apresentado pelas bibliotecas NIST08 e WILEY7. Dois deles foram
encontrados em todas as amostras dos tratamentos com machos de C. ferruginea. O
composto ndo identificado 01 também parece ser exclusivo dos tratamentos com machos,
se ndo fosse a ocorréncia no tratamento EA. Entretanto, as emissdes deste composto foram
claramente maiores nos tratamentos com machos, sendo que a emissdo desse volatil foi 5
vezes maior quando os machos estavam se alimentando do eucalipto. O composto nao
identificado 07 foi exclusivo do tratamento F+E e o ndo identificado 02, além desse
tratamento, também ocorreu no tratamento EA, mas apenas trés amostras continham o
composto. O composto nao identificado 05 é mais um dos compostos comuns a machos e

fémeas e o composto n&o identificado 04 ocorreu s6 em tratamentos com o eucalipto.

Tabela 8. Compostos ndo identificados presentes nos volateis obtidos de machos (M) e fémeas (F)
de Costalimaita ferruginea sozinhos, machos (M+E) e fémeas (F+E) em associacdo como ramos de
clones hibridos de Eucalyptus urophylla vs. E. grandis, eucalipto sozinho (ES) e apds alimentacdo
dos besouros (EA). Vigosa-MG, 2012.

n° Composto R.T IK célc. Concentragdo (ng pL")

(min) M F ES EA M+E F+E
26 ND 01 14,75 1094 4,98® - - 0,08®)  2573®
33 ND 02 15,79 1146 - - - 0,95® - 6,420
34 ND 03 16,26 1170 3,420 - - - 2,03 -
45 ND 04 18,17 1272 - - 2,63®) 520 8,14®) 6,42¢)
58 ND 05 20,60 1412 0,89®) 0,81 - - - -
76 ND 06 24,19 1648 2,61®) - - - 4,93®) -
78 ND 07 25,96 1776 - - - - - 2,24%)

IK - Indices de Kovats; TR — tempo de retencdo médio; ND — N&o identificado. NUmeros entre parénteses
indicam a quantidade de amostras (n=5) de cada tratamento em que determinado composto foi identificado.

2.4. Discussao

Os onze compostos encontrados apenas nas coletas de volateis de adultos de C.
ferruginea parecem ser emitidos exclusivamente pelos besouros, principalmente o0s
alcanos, que mesmo que o maior deles seja de 15 carbonos, atipico em hidrocarbonetos
produzidos em Chrysomelidae, € possivel que, por terem sido detectados nas analises
cromatograficas, eles tenham sido liberados nas fezes. Os hidrocarbonetos presentes em
algumas espécies de crisomelideos sdo formados basicamente por mo, di e tri-metil alcanos
de cadeia longa (DUBIS et al., 1987; NIKOLOVA et al., 1999; NELSON et al., 2002;
2003; NELSON & CHARLET, 2003; PETERSON et al. 2007; GEISELHARDT et al.,
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2009a). Esses hidrocarbonetos podem ser produzidos pela cuticula ou serem liberados nos
excrementos. Segundo Nikolova et al. (1999), dos hidrocarbonetos produzidos por
Chrysomela vigintipunctata (Scopoli) aqueles liberados nas fezes sdo constituidos por
alcanos de menor cadeia carbdnica (menor que 15 carbonos) e encontrados com maior
frequéncia nas fezes do que na cuticula.

Os constituintes dos feromonios em Chrysomelidae apresentam uma grande
diversidade de tipos sendo que compostos derivados de terpenos (BARTELT et al., 2002),
alcoois (COSSE et al., 2005), aldeidos (ZILKOWSKI et al 2006) e ésteres (GUSS et al.,
1982) ja foram demonstrados como componentes de feroménios. Fémeas de C. ferruginea,
sozinhas ou durante a alimentacdo no eucalipto, produziram dois compostos exclusivos,
um aldeido (Decanal) e um éster (Tetradecanoato de etila) e de forma semelhante nos
tratamentos com machos, dois compostos, ndo identificados, também foram detectados
(Tabela 8). Esses compostos sdo, portanto, fortes candidatos a um feroménio.

As analises cromatograficas dos volateis liberados pelos ramos de eucalipto sem
ataque e obtidos em headspace revelaram a presenga de 43 compostos, sendo que apenas
um ndo foi identificado. A maior classe foi constituida por sesquiterpenos hidrocarbonetos
(28,6%), sendo que Biciclogermacreno, a-Copaeno, 6-Cadineno foram os compostos
com a maior concentracao dentro dessa classe. A segunda classe com a maior quantidade
de compostos foi a dos monoterpenos hidrocarbonetos, destacando os compostos a-
Pineno, Limoneno, a-Felandreno, a-Terpinoleno e (Z)-p-Ocimeno. Na terceira classe
com maior quantidade de compostos, 0s monoterpenos oxigenados (16,7%), o destaque é
para 0 Eucaliptol, que foi 0 composto que registrou as maiores concentracdes em todas as
colecBes de volateis com a presenca do eucalipto. Ja na quarta classe, os alcanos (11,9%),
0 composto com maior concentracdo dentro desse grupo foi o Octadecano. Entre os
ésteres (7,14%) o destaque fica com o Acetato de a-terpenila e entre 0s sesquiterpenos
oxigenados (4,8%) o Geranil acetona foi 0 composto com maior concentracdo dentro
desse grupo. Finalmente, aparecem os grupos da cetona, aldeido e do terpeno irregular com
apenas um composto detectado.

Os volateis de 6leos extraidos de folhas de eucalipto variam enormemente em sua
constituicdo e taxa de emissdo dos compostos de uma espécie de eucalipto para outra
(ELAISSI et al. 2011a; 2011b), bem como os volateis de folhas obtidos em headspace
(ZINI et al., 2002; 2003a; 2003b). Essa variabilidade pode se dar até mesmo
individualmente entre folhas novas e folhas velhas (BOUWER, 2010) e de acordo com o

ritmo circadiano do eucalipto (ZINI et al., 2002; 2003a; 2003b). No entanto, um aspecto
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comum entre esses trabalhos é a presenca do monoterpeno oxigenado, Eucaliptol, como
um dos constituintes majoritarios. Além disso, a classe de compostos dominantes € a dos
terpenoides (hemi, mono e sesquiterpenos) (BOUWER, 2010), corroborando os resultados
obtidos no presente trabalho.

Os terpenoides sdo metabdlitos secundarios biossintetizados através da rota do
acido mevalénico (PORTER & SPURGEON, 1981) e representam a maior classe de
compostos presente nos 6leos esséncias de espécies do género Eucalyptus. Entre eles
destacam-se 0s monoterpenos a-Pineno e a-Terpineol, e 0s sesquiterpenos,
Aromadendreno e Globulol (ZINI et al., 2003b). Zini et al. (2003a) detectaram no
headspace ou nos 6leos hidrodestilados de folhas de Corymbia citriodora (=Eucalyptus
citriodora) (Hill & Johnson), E. dunnii Maiden e E. saligna Sm. um total de 60 compostos.
Yuvaraj et al. (2013) encontraram 12 composto majoritarios nas folhas de E. cordata apds
aeracdo em headspace. Ja Araujo et al. (2010), ao estudarem os Oleos de hibridos de E.
urophylla vs. E. grandis, identificaram 10 compostos dos 21 detectados, representados em
sua maioria por mono e sesquiterpenos com destaque para o-Cimeno, Eucaliptol, a-
Terpineol, e Acetato de a-terpenila, que também foram encontrados no presente estudo.

Zini et al. (2001) encontraram como compostos majoritarios presentes nas folhas de
C. citriodora os compostos Citronelol, p—Cariofileno e Isopreno, e como compostos
minoritarios e—Tujene, Sabineno, B-Mirceno, Isopulegol e a-Cariofileno. De acordo
com esses autores o p—Cariofileno, teve sua emissao cessada pelo eucalipto na presenca de
Pseudococus longispinus (Targioni Tozzetti) (Hemiptera: Pseudococcidae). No presente
trabalho este composto ndo foi um dos majoritarios, mas sua concentracdo parece ter
diminuido na presenca dos insetos. Este comportamento, no entanto, ndo é claro, e
possivelmente devido a alta reatividade do a e p-—Cariofileno (ZINI et al., 2001) os
resultados podem ser diferentes. Outro composto encontrado neste trabalho e que teve suas
concentracdes, aparentemente, reduzidas na presenca dos besouros foi o Acetato de (E,E)-
farnesila.

E bem conhecido que plantas produzem em seus tecidos vegetativos uma mistura
de diferentes volateis quando estdo estressadas ou sendo atacadas por herbivoros
(DUDAREVA et al, 2006; BOUWER, 2010). O composto (3E)-4,8-dimetil-1,3,7-
nonatrieno (DMNT) e seu homélogo 4,8,12-trimetiltrideca-1,3,7,11-tetraeno (TMTT)
encontrados em plantas sdo conhecidos por aumentarem suas concentragcOes durante a
herbivoria (LOUGHRIN et al., 1994; BUTTERY et al., 2000) para atrair inimigos naturais
dos herbivoros (DE MORAES et al., 1998). Estes compostos mais o p-Ocimeno fazem
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parte de uma mistura de volateis emitida por Alnus glutinosa (L.) (Betulaceae) que
possivelmente tornam essas arvores e seus Vizinhos mais resistentes ao ataque de
Agelastica alni L. (Coleoptera: Chrysomelidae) (AZUMA et al., 1997), ou seja,
contribuem para uma comunicacdo entre plantas. O DMNT foi encontrado apenas nos
tratamentos com o eucalipto e suas concentragbes aumentaram nos tratamentos em que 0s
insetos foram adicionados, assim como o dos compostos Biciclogermacreno, a-Pineno,
(E)-p-ocimeno, (Z)-p-Ocimeno e a-Muuroleno, com isso esses compostos podem fazer
parte de uma mistura liberada pelo eucalipto para atrair inimigos naturais e/ ou sinalizar
para as outras plantas a presenca de herbivoros. Entretanto, os principais constituintes
dessas misturas de defesa da planta sdo os volateis de folha verde (VFV’s), responsaveis
por induzir a producdo de mais monoterpenos quando as plantas sdo atacadas (NUNES &
P10,2001). No presente trabalho o Unico volatil de folha verde que parece participar dessa
mistura foi o Acetato de (3Z)-hexenila, uma vez que a emissdo desse composto pelo
eucalipto foi aumentada na presenca dos besouros. Os demais alcoois e esteres encontrados
nos volateis de clones hibridos de E. urophylla vs. E. grandis provavelmente fazem parte
desse grupo de volateis.

Entre as classes de volateis liberados pelo eucalipto estdo os hidrocarbonetos,
alcanos e alcenos (BROUWER, 2010). Alcanos de nove a 18 carbonos e outros alcenos
foram encontrados nos extratos de flores de Eucalyptus camaldulensis Dehnh (GIAMAKIS
et al., 2001). No presente trabalhos cinco alcanos foram identificados como constituintes
dos volateis de hibridos de Eucalyptus urophylla vs. E. grandis, tendo ocorrido também
nos volateis dos besouros sozinhos. A ocorréncia desses hidrocarbonetos em insetos ja foi
discutida anteriormente e, dada as suas simplicidades estruturais, podem estar sendo
liberados nos excrementos e, uma possivel variacdo nas suas emissfes, pode ocorrer
guando o inseto esta se alimentando da planta hospedeira. A presenca nos dois sistemas,
entretanto, pode ter ocorrido de forma concomitante.

Outro ponto de destaque no presente trabalho foi a presenca de compostos emitidos
pelo eucalipto e que foram detectados nos volateis de adultos de C. ferruginea. De acordo
com Muller & Hilker (2004), diversos estudos em crisomelideos tém demonstrado a
agregacao dos individuos em resposta as pistas fecais depositadas na planta. Em Altica
carduorum (Guérin-Méneville), Wan & Harris (1996) relataram a agregacdo de adulto nas
fezes liberadas por larvas e adultos durante a alimentagdo na sua planta hospedeira,
sugerindo que compostos atrativos e/ou metabolitos da planta sdo concentrados no

intestino e excretados nas fezes. Se as fezes de crisomelideos atraem coespecificos, esse
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comportamento precisa ser desvendado. Entretanto, os resultados apresentados sugerem
que os besouros adultos podem sequestrar compostos da planta hospedeira liberando-os
diretamente nas fezes ou os utilizando na biossintese de feroménios.

Os volateis liberados por adultos de C. ferruginea e por hibridos de E. urophylla vs.
E. grandis, foram caracterizados nestes trabalho. Nos volateis emitidos pelo besouro-
amarelo, alguns compostos séo fortes candidatos a um feroménio, dois foram produzidos
exclusivamente pela fémea sozinha ou durante a alimentagdo no eucalipto e outros dois
foram produzidos pelos machos de forma similar, mas ndo foram identificados. A
constituicdo dos volateis emitidos pela planta sem ataque seguiu um padrdo j& observado e
relatado na literatura, sendo o Eucaliptol o constituinte majoritario. Em termos
quantitativos a associacdo do besouro-amarelo com o eucalipto alterou a taxa de emissao
de certos compostos que, possivelmente, sejam utilizados pela planta como uma mistura de
volateis uteis em suas defesas contra herbivoros. Tais compostos liberados pelo eucalipto e
pelo besouro possuem potencial uso no monitoramento e controle das populagdes do
besouro-amarelo no campo. No entanto, estudos adicionais devem ser realizados para
identificar os verdadeiros papéis desses compostos na interacdo inseto-inseto e inseto-

planta.
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Capitulo 3

Resposta eletroantenografica de Costalimaita
ferruginea (Fabricius, 1801) (Coleoptera:
Chrysomelidae) aos componentes volateis de
coespecificos e da planta hospedeira
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3.1 Introducéo

O género Eucalyptus contém algumas das espécies madeireiras mais cultivadas ao
redor do mundo (SANTOS et al., 2004). No Brasil, a area plantada com essa esséncia
florestal atingiu, em 2012, 5,1 milhdes de hectares, um crescimento de 4,5% em relagéo ao
ano anterior (ABRAF, 2013). Os plantios com espécies deste género tém um papel
fundamental no setor florestal brasileiro e, consequentemente, na economia nacional,
servindo como fonte de matéria-prima para producéo de celulose e papel, produtos sélidos
e producdo de energia, colaborando assim para a diminuicdo da pressao exercida sobre as
florestas naturais (SIMOES et al., 1981; PERECIN, 2003). Em adicdo a producio
madeireira, 0s 0leos essenciais extraidos do eucalipto sdo muito apreciados pela industria
farmacéutica, e algumas especies também sdo utilizadas na arborizacdo urbana e como
quebra ventos (DOUGHTY, 2000).

Como a producdo de madeira de eucalipto depende da fotossintese gerada pelas
folhas, qualquer fator que altere sua area foliar pode afetar a producdo de material lenhoso
(CEULEMANS & SAUGIER, 1991), representando um fator limitante na producao
priméaria e até mesmo na sobrevivéncia das arvores cultivadas (COULSON & WITTER,
1984). Nesse contexto, os insetos desfolhadores se destacam, pois 0s danos causados as
arvores reduzem a taxa fotossintética (SHEPERD, 1994), o que pode resultar na
inviabilidade de qualquer empreendimento florestal com eucalipto. Assim, as arvores de
eucalipto podem apresentar significativa reducdo na quantidade e qualidade da producao
quando atacadas por estes insetos desfolhadores. Para ilustrar esta situacdo, no Brasil,
MENDES (2004) avaliou e constatou uma perda de até 43% na producdo de madeira de
eucalipto causada por besouros desfolhadores.

O besouro-amarelo, Costalimaita ferruginea (Fabricius, 1801) (Crhysomelidae:
Eumolpinae), é considerado o principal besouro-desfolhador de eucalipto no Brasil
(ANJOS & MAJER, 2003). Sua presenca ja foi identificada em quase todo o territorio
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nacional, causando danos, principalmente, em plantios de eucalipto (ANJOS, 1992). As
injurias causadas as arvores sdo produzidas principalmente pelos adultos, que logo apds as
primeiras chuvas emergem do solo para se alimentar das folhas e brotagdes novas (ANJOS,
1992), o que pode levar a mortalidade das arvores ou a reducdo do seu crescimento com
reflexos em longo prazo na producéo de madeira (m*/ha) (MENDES, 2004). As perdas nas
dimensGes dendrométricas dependem da intensidade dos surtos e da idade da arvore, sendo
mais expressivas em arvores com até 12 meses de idade (MENDES, 1999, 2004). Segundo
Anjos & Majer (2003), ja foram registradas como plantas hospedeiras de C. ferruginea 19
espécies e dois hibridos de eucaliptos, sendo que Eucalyptus grandis Hill ex Maiden e E.
urophylla S.T. Blake sdo as espécies com maior registro de ocorréncia de ataques. Além do
eucalipto, os autores também citam como hospedeiros outras espécies da familia
Myrtaceae como Eugenia uniflora L., E. cuminii (L.), Psidium guajava L. e P. guineense
Sw.

O adulto de C. ferruginea possui forma quase eliptica, podendo atingir 6,5 mm de
comprimento e 3,5 mm de largura; é de coloragdo amarelada e possui nos élitros pontos
circulares escuros alinhados longitudinalmente (MARICONI, 1956). De acordo com Anjos
(1992), os machos sédo pequenos, menos pesados, mais numerosos e tém o ciclo de vida
mais curto do que as fémeas. Estas, por sua vez, depositam cerca de 90 ovos que sdo
liberados no solo, onde as larvas se desenvolvem, alimentando de raizes de gramineas até a
pupacdo. Produzem, frequentemente, uma geracao por ano e, de acordo como Souza et al.
(2008), os surtos populacionais coincidem com o0s meses de maior pluviosidade, entre
novembro e dezembro.

Atualmente, o combate a estes insetos tem sido feito eficientemente apenas com
inseticidas quimicos sintéticos. Medidas de controle baseadas nos sistemas olfativos deste
inseto, usando cairoménios da planta hospedeira ou feroménios, ainda ndo foram testadas.
Além disso, quase nada se sabe sobre os sistemas de comunicacdo quimica de C.
ferruginea.

Sinais quimicos desempenham um importante papel na orientacdo de insetos, com
misturas volateis contendo informacdes espécie-especificas que podem ser usadas por
herbivoros para o encontro de hospedeiros, sitios de oviposicdo e parceiros, ou para evitar
competicdo por alimento (SCHOONHOVEN et al., 1996; MUSTAPARTA, 2002;
DUDAREVA et al., 2006; BRUCE et al., 2005). O encontro de parceiros é facilitado por
feromonios sexuais (CARDE & BAKER, 1984), enquanto feroménios de agregacio

podem ajudar tanto na localizagdo de parceiros potenciais como de plantas hospedeiras
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satisfatorias (BORDEN, 1985). Alguns insetos podem sequestrar ou adquirir compostos da
planta hospedeira como os monoterpenos (BERDARD et al., 1969) e os volateis de folhas
verdes (VFV's) (DICKENS, 1989; DICKENS et al., 1990) e usé-los como feroménios ou
como precursores destes (REDDY & GUERRERO, 2004). Outros insetos produzem ou
liberam feroménios em resposta a pistas de sua planta hospedeira (DICKENS et al., 1992).
Volateis de planta podem, também, ter efeitos deterrentes ou repelentes que inibem a
resposta de insetos ao feromonio, e alguns compostos liberados pela planta apds a
herbivoria podem atrair predadores e parasitoides (BERNASCONI et al. 1998; DE
MORAES et al., 1998; 2001; ZEBELO et al. 2011).

Pistas olfativas de plantas hospedeiras tém sido intensivamente estudadas em
diversas espécies da familia Chrysomelidae. O primeiro trabalho que demostrou a atracéo
de crisomelideos por volateis emitidos pela planta foi realizado por McIndoo (1926) que
evidenciou a atracdo de adultos de Leptinotarsa decemlineata Say, 1824 por volateis
emitidos pela batata. Essa atratividade e a identidade dos compostos foram confirmadas
mais tarde por varias outros trabalhos (PANASIUK, 1984; KHALIOVA et al., 1998;
MARTEL et al., 2005). Desde entdo, numerosos estudos de laboratorio e de campo tém
evidenciado o efeito de volateis de planta em atrair espécies de crisomelideos (PUTTICK
et al, 1988; MORROW et al., 1989; PARK et al., 2004; ANDREWS et al., 2007; TOTH et
al., 2007).

Em C. ferruginea nenhum estudo foi realizados com o intuito de investigar a
atratividade dos besouros aos componentes volateis de coespecificos e da planta
hospedeira. O Unico registro de uma interacdo inseto-planta-inseto para esta espécie foi o
relato de Anjos (1992), que descreveu o comportamento de agregacdo dos besouros ao se
alimentarem das folhas de eucalipto, em um plantio comercial. De fato, em grandes surtos
este comportamento € facilmente percebido. Diante disso, e com base na ecologia quimica
descrita na literatura para outras espécies de crisomelideos, foi feita a seguinte pergunta:
qual sistema, inseto-inseto ou inseto-planta, é responsavel por esse comportamento de
agregacao? Para tentar responder a essa pergunta, a técnica de deteccdo eletroantenogréafica
acoplada a cromatografia em fase gasosa foi utilizada para investigar se machos e fémeas
de C. ferruginea respondem a compostos presentes nos volateis liberados por
coespecificos, sozinhos ou em associacdo com eucalipto, e a volateis liberados pela planta
apos alimentacdo dos besouros. A presenca de compostos bioativos poderd direcionar
pesquisas futuras que busquem desenvolver ferramentas Uteis no monitoramento ou

controle das populagdes no campo, visando reduzir ou eliminar o uso de inseticidas.
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3.2. Material e Métodos

3.2.1. Insetos

Adultos de C. ferruginea, de idade e status reprodutivos (acasalados ou virgens)
desconhecidos, foram coletados em um plantio de Eucalyptus urophylla, plantado no
espacamento 3,0 X 3,0 m, com cerca de 30 meses de idade, localizado no municipio de
Coimbra, Minas Gerais, Brasil (20°49°54,87”S e 42°51°58,28” O). Os besouros adultos
foram coletados, manualmente, de novembro a dezembro de 2012, e todos os insetos
capturados foram levados para o laboratério de Manejo de Pragas Florestais da
Universidade Federal de Vicosa. Os insetos foram separados por sexo, de acordo com
observacbes de Anjos (1992), colocados em potes de vidro (2L) contendo ramos de
eucalipto para alimentacdo e acondicionados em camara climatica (25 °C, £ 70% de U.R e
fotoperiodo de 12 horas) até sua utilizacdo nas coletas de volateis e nos testes com detector
eletroantenografico.

3.2.2. Espécie vegetal hospedeira

Os ramos de eucalipto utilizados na alimentacdo dos adultos de C. ferruginea e nas
coletas de volateis foram retirados de clones hibridos de E. urophylla vs. E. grandis
cedidos pela Suzano Papel e Celulose. As mudas foram transplantadas para garrafas do
tipo pet utilizando-se terra como substrato e mantidas no patio do Laboratorio de Manejo
de Pragas Florestais da Universidade Federal de Vigosa (20°45°29,97”S e 42°52°7,24”0)

até sua utilizacéo.

3.2.3. Coleta de volateis

As coletas de volateis, em headspace, foram realizadas em um sistema fechado
operado por uma bomba de vacuo (KNF Neuberger Laboport) que gerou um fluxo de ar
(200 ml/min) continuo dentro do sistema coletor. A camara de aeracdo dos volateis era
constituida pela conexao de dois frascos de vidro, ligada ao sistema de ar a vacuo através
de conectores e tubos de silicone. Em uma das extremidades foi adicionado um filtro de
polimero Porapak Q contendo 20 mg do polimero para retencdo de volateis, e a outra
extremidade estava conectada ao fluxo de ar umidificado e purificado por um filtro de
carvao ativado. A coleta de volateis foi realizada por um periodo de 24 horas com
fotoperiodo de 12 horas. Apds o periodo de coleta de volateis, os filtros de Porapak foram
lavados com 300 pL de hexano (Sigma Aldrich, EUA) para a dessor¢do dos compostos e

as amostras obtidas foram concentradas a 70 pL. Posteriormente, foi adicionado a cada
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amostra concentrada 30 pL. de Acetato de heptila como padrdo interno, na concentragéo
de 30 ng uL™. As amostras foram armazenadas em frascos de vidro (2 ml) e colocadas no
congelador a -19° C, até sua utilizacdo no eletroantenograma acoplado a cromatografia em
fase gasosa (CG-EAD) e na cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de
massas (CG-EM).

Para a determinacdo dos compostos especificos de cada sexo e de cada sexo em
associagdo com o eucalipto, grupos separados de 20 machos e 20 fémeas foram colocados
na camara de aeracdo com ou sem a presenca de ramos de eucalipto. Quando 0s insetos
foram colocados em associagdo com o eucalipto, foram usadas cédmaras de aeragéo
verticais. Neste caso, para a fixacdo e manutencdo da turgidez dos ramos de eucalipto
(cerca de 30 cm de comprimento), estes foram inseridos dentro da cAmara de aeragdo em
potes de vidro (20 ml) contendo agua destilada e vedados na sua abertura superior por tiras
de papel aluminio. Todo o sistema era trocado a cada 24 horas. Foram aerados ainda, por
24 horas, apenas ramos de eucalipto e ramos de eucalipto danificados apds a alimentacéao
dos besouros. Nesse ultimo caso, 20 insetos (de sexo desconhecido) foram colocados em
potes de vidro grande (5 L) contendo o ramo de eucalipto com sua haste inserida dentro de
frascos de vidro (20 ml) contendo agua destilada para manter a turgidez das folhas. Para
impedir a entrada dos insetos dentro do frasco, este foi tampado na extremidade superior
com algoddo e vedado com Parafilm® e, para impedir a fuga e permitir a circulacao de ar,
a abertura superior do pote grande foi fechada com tecido voal.

O sistema foi mantido em camara climatica (temperatura de 25 £+ 0,5°C, UR de 70 +
10% e fotoperiodo de 12 horas) por um periodo de 24 horas. Ap0s esse periodo 0s insetos
foram retirados com o auxilio de pin¢as e o ramo danificado foi utilizado na coleta de
volateis. Os ramos foram adicionados na camara de aeracdo com suas hastes inseridas
dentro de potes de vidro, conforme descrito anteriormente. Foram produzidas cinco
amostras para cada uma das seguintes colecdes de volateis (tratamentos): machos sozinhos
(M); fémeas sozinhas (F); machos se alimentando de ramos do eucalipto (M+E); fémeas se
alimentando de ramos do eucalipto (F+E); ramos de eucalipto ap6s a alimentacdo pelos

besouros (EA) e; ramos de eucalipto sem atagque e sem insetos (ES).

3.2.4. Eletrofisiologia

As amostras concentradas e com padrdo interno foram analisadas por um sistema
acoplado de cromatografia gasosa-eletroantenografia (CG-EAD), utilizando-se um
cromatégrafo de fase gasosa Shimadzu GC-2010 acoplado a um sistema de detecgdo
eletroantenogréafica Syntech (Hilversum, Holanda) (Figura 7). O CG foi equipado com uma
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coluna DB-5 (30 m X 0,25 mm d.i. X 0,25 pum de espessura de filme; Restek
Chromatography Products, EUA). Foram injetadas aliquotas de 1 pL em modo splitless
com a temperatura do injetor a 250°C. A temperatura do forno foi programada para
aquecer 35 °C por 5 min e depois aumentada para 280°C em uma velocidade de 8 °C min™.
O gés de arraste empregado foi 0 Hélio com um fluxo de 1,0 mL min™. O fluxo oriundo da
coluna foi dividido em uma razdo 1:1 com uma parte indo para o detector de ionizagdo em
chama (FID) e a outra parte indo para a linha de transferéncia aquecida e com uma corrente

de ar umidificado que ia diretamente para a antena dos insetos.

Figura 7. Cromatografo de fase gasosa Shimadzu GC-2010 acoplado a um sistema de
deteccdo eletroantenografica Syntech (Hilversum, Holanda) (CG-EAD). Vigosa-MG, 2012.

Os pares de antenas de machos e fémeas de C. ferruginea foram retirados dos
individuos vivos, com o auxilio de uma pinca e uma lupa estereoscOpica, tendo-se o
cuidado de remover as antenas 0 mais proximo possivel da cavidade antenal. As antenas
foram fixadas entre dois eletrodos de ago inox usando-se gel condutor (Sigma gel, Parker
Labs., EUA). Das cinco amostras de volateis obtidas para cada tratamento, duas foram
selecionadas, aleatoriamente, para serem injetadas no CG-EAD. Apenas as amostras de
eucalipto sem ataque ndo foram analisadas no detector eletroatenografico. No total, 100
adultos (50 fémeas e 50 machos) foram usados para testar as respostas aos tratamentos. O
software Syntech CG-EAD32 (versdo 4.6) foi usado para registrar as respostas.
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3.2.5. Cromatografia gasosa e espectrometria de massa

Para investigar a estrutura molecular dos compostos que apresentaram alguma
atividade biologica, as amostras de cada tratamento que elicitaram uma resposta nas
antenas dos insetos foram analisados em um cromatografo em fase gasosa acoplado ao
espectrometro de massa (CG-EM). As andlises em CG-EM foram realizadas em um
espectrometro Shimadzu QP2010 SE, operando em modo de ionizagdo por impacto de
elétrons a 70 eV, acoplado a um cromatégrafo de fase gasosa Shimadzu GC-2010 Plus. O
CG-EM estava equipado com uma coluna capilar DB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um)
(J&W Scientific, Folson, California, EUA) e foi operado no modo de injecdo splitless com
injecdo manual das amostras em aliquotas de 1 pL. O gas Hélio foi utilizado como gas de
arraste em um fluxo de 4,0 mL min™. A temperatura de injecdo foi de 250 °C. O programa
de aquecimento do forno da coluna foi programado para aquecer 35 °C por 5 min e depois

8 °C min™ até 280 °C totalizando 40,63 min (tempo total de analise).

3.2.6. ldentificacdo dos compostos

Para a identificacdo dos compostos que elicitaram alguma resposta nas antenas dos
insetos utilizou-se os indices de Kovats (KI) calculado para cada composto e o espectro de
massa gerado pelo software GCMSolution versdo 2.7 para realizacdo de comparacées com
0s espectros de massa presentes nas bibliotecas do software (WILEY7 e NIST08) e com
aqueles IK e espectro de massas disponiveis na literatura (ADAMS, 2007; EL-SAYED,
2013). Os KI’s foram determinados em relagdo ao tempo de reteng¢ao (TR) utilizando uma
solucdo estoque de uma mistura de hidrocarbonetos (C7-C30), obtidos em condicGes

analiticas idénticas aquelas usadas nas analises de CG-EM.

3.2.7. Andlises estatisticas

Para avaliar o efeito de tratamento nas concentracbes médias dos compostos que
desencadearam alguma resposta eletroantenografica em adultos de C. ferruginea foi
utilizada a ANOVA one-way. Neste caso, para todos os tratamentos em que determinado
composto foi detectado, inclusive no tratamento com volateis de ramos de eucalipto sem
ataque, as concentracfes medias foram obtidas das cinco amostras geradas para cada
tratamento. As médias foram comparadas entre si através do teste de Tukey. Todas as
analises foram realizadas a 5% de probabilidade utilizando-se o software Stat Soft.
STATISTICA (verséo 8.0).
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3.3. Resultados

Ao submeter as antenas de machos e fémeas de C. ferruginea ao detector
eletroantenogréafico acoplado a cromatografia gasosa, frente aos tratamentos de machos
(M) e fémeas (F), machos (M+E) e fémeas (F+E) em associacdo com o eucalipto e
eucalipto apds alimentacdo dos besouros (EA), observaram-se respostas para seis
diferentes compostos (Figura 8). Estes compostos foram numerados de 1 a 6, de acordo
com a ordem de eluicdo dos mesmos em coluna DB-5.
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Figura 8. Respostas eletroantenograficas de machos e fémeas adultos de Costalimiata ferruginea
aos compostos volateis liberados por (A) fémeas em associacdo com ramos de clones hibridos de
Eucalyptus urophylla vs. E. grandis (F+E); (B) machos em associagdo com ramos de eucalipto
(M+E); (C) ramos de eucalipto apds a alimentacdo dos besouros (EA); (D) fémeas sozinhas (F);
(E) machos sozinhos (M). Vigosa/MG, 2013.

A seguir serdo apresentadas, para cada composto, as respostas dos insetos, suas
concentracdes e informacdes sobre os seus perfis moleculares e, quando possivel, uma
identidade sera sugerida com base nas comparacdes realizadas com os IK e espectro de
massas similares aqueles encontrados na literatura e na biblioteca do software
GCMSolution.
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3.3.1. Composto 1

A presenca do composto 1 foi constatada nos volateis de fémeas e machos de C.
ferruginea em associagdo com ramos de eucalipto, em ramos de eucalipto apos a
alimentacdo dos besouros e nos volateis obtidos apenas com ramos de eucalipto; no
entanto, para este ultimo, respostas eletrofisioldgicas ndo foram realizadas. Para as duas
amostras referentes ao tratamento F+E, dos 10 antenogramas de fémeas, em seis uma
resposta ao composto foi observada, e para os antenogramas de machos a mesma resposta
apareceu em cinco dos 10 antenogramas. Ja em relagdo as amostras M+E, a resposta foi
observada em trés e quatro dos antenogramas de fémeas e machos, respectivamente. O
mesmo estimulo também apareceu em dois antenogramas de fémea e um de macho quando
submetidos aos volateis de EA. As concentragcdes das amostras referentes aos tratamentos
em que o composto 1 apareceu e que foram utilizadas para gerar as respostas

eletroantenogréaficas para cada sexo podem ser visualizadas na Tabela 9.

Tabela 9. Concentracdes e respostas de adultos de Costalimaita ferruginea ao composto 1 presente
nos extratos de machos e fémeas em associacdo com ramos de clones hibridos de Eucalyptus
urophylla vs. E. grandis e a ramos do eucalipto ap6s alimentagdo dos insetos. Vigosa/MG, 2012,

Concentracdo  Respostas observadas

Volateis Amostra*

(ng pL?) Fémeas Machos
. . 1 11,56 2 2
Fémeas + eucalipto (F+E) 5 14.00 4 3
. 1 12,08 1 1
Machos + eucalipto (M+E) 5 13.07 5 3
Eucalipto apos alimentacdo dos besouros 1 3,80 1 0
(EA) 2 3,95 1 1

* Para cada amostra foram gerados cinco antenogramas por sexo.

Ao submeter as concentragfes médias do composto 1, obtidas das cincos amostras
produzidas para cada tratamento, incluindo as amostras referentes ao tratamento EA, a
ANOVA one-way, verificou-se um efeito de tratamento na concentracdo do composto
(Fai6) = 468,75; p<0,001). Assim, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade, as
concentracfes do composto 1 para F+E e M+E foram significativamente maiores do que
em tratamentos gue continham apenas o eucalipto. Ndo havendo, entretanto, diferencas
estatisticas entre as médias obtidas em F+E (12,89 + 0,42 ng pL") e M+E (13,21 + 0,17 ng
uL™) e nem entre EA (4,10 £ 0,10 ng uL™) e ES (4,27 + 0,10 ng uL™) (Figura 9).
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Figura 9. Concentracdo média + erro padrdo do composto 1 nos tratamentos com fémeas (F+E) e
machos (M+E) de Costalimaita ferruginea em associacdo com ramos de clones hibridos de
Eucalyptus urophylla vs. E. grandis, ramos de eucalipto apos alimentacdo dos besouros (EA) e
eucalipto sozinho (ES). (n=5) Colunas seguidas de letras distintas diferem significativamente
(Tukey; P<0,05).

O indice de Kovats (1K) observado para o composto bioativo 1 em coluna DB-5°
foi de 1002 e seu espectro de massa apresentou um pico do ion molecular (M+) com valor
de m/z 93 Da e um pico base em m/z 142 Da (M* — 49) (Figura 10). O espectro de massa
gerado por este composto sugere uma formula molecular CgH140,. O acetato, Acetato de
(32)-hexenila, foi sugerido pelas bibliotecas NIST08 e WILEY7 e comparacdes com
informacGes disponiveis na literatura (ADAMS, 2007; EL-SAYED, 2013) confirmaram a
similaridade entre os espectros de massa (Figura 10). O Kl do acetato, para uma coluna
DB-5, dada por Adams (2007), é de 1005.
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Figura 10. Espectro de massa referente ao composto 1 presente nos extratos de machos e fémeas
de Costalimaita ferruginea em associa¢do com ramos de clones hibridos de Eucalyptus urophylla
vs. E. grandis, ramos de eucalipto ap6s alimentacdo dos besouros e de ramos de eucalipto sem
ataque (A) e espectro de massa do acetato, Acetato de (3Z)-hexenila disponivel na literatura (B)
(fonte: EI-Sayed 2013).

3.3.2. Composto 2

O composto 2 foi constatado nos tratamentos M, M+E e EA (Tabela 10). Os
estimulos gerados pelos pares de antenas de fémeas e de machos de C. ferruginea frente as
amostras do tratamento M+E foram observados em seis e sete antenogramas,
respectivamente. Ja para as amostras do tratamento M apenas duas respostas, para cada
sexo, foram observadas. Houve ainda uma resposta de fémea a uma das amostras do

tratamento EA.
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Tabela 10. ConcentracOes e respostas de adultos de Costalimaita ferruginea ao composto 2
presente nos extratos de machos, machos em associacdo com ramos de clones hibridos de
Eucalyptus urophylla vs. E. Grandis, e de ramos de eucalipto ap6s alimentacdo dos adultos.
Vigosa/MG, 2012.

Concentracéo Respostas observadas

Volateis Amostra*

(ng pL™h) Fémeas Machos
. 1 29,33 3,0 3,0
Machos + eucalipto (M+E) 5 4031 3.0 4.0
1 3,25 1,0 1,0
Machos (M) 2 4,05 1,0 1,0
Eucalipto apos alimentacéo dos besouros 1 0,25 0,0 1,0

(EA) 2 - 0,0 0,0
* Para cada amostra foram gerados cinco antenogramas por sexo

Houve diferenca significativa entre os tratamentos em relacdo a concentracdo do
composto 2 (F12=24,53; p<0,001). A concentragdo média nas amostras do tratamento
M+E (25,73 + 4,72 ng uL") foi maior do que a concentragdo média do composto nos
tratamentos M (4,98 + 0,60 ng uL™) e EA (0,08 + 0,05 ng uL™), que por sua vez nio
diferiram entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (Figura 11).
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Figura 11. Concentragdo média + erro padrdo do composto 2 presente nos tratamentos com
machos de Costalimaita ferruginea (M), machos em associa¢cdo com ramos de clones hibridos de
Eucalyptus urophylla vs. E. grandis (M+E) e de ramos de eucalipto apos alimentacéo dos besouros
(EA). (n=5) Colunas seguidas de letras distintas diferem significativamente (Tukey; P<0,05).

O IK do composto 2 presente nos extratos de machos e fémeas de C. ferruginea em
associacdo com o eucalipto foi de 1094. Seu espectro de massa apresentou um pico do ion

molecular (M+) com valor de m/z 170 Da e um pico base em m/z 43 Da (M* — 85) (Figura
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12). Nenhum espectro de massa similar ao espectro do composto 2 foi sugerido pela

biblioteca e, na literatura consultada, o espectro também néo foi encontrado.
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Figura 12. Espectro de massa referente a0 composto 4 presente nos extratos de machos de
Costalimaita ferruginea, machos em associagdo com ramos de clones hibridos de Eucalyptus
urophylla vs. E. grandis e em extratos de ramos de eucalipto ap6s alimentacéo dos besouros.

3.3.3. Composto 3

O composto 3 também apresentou 0 mesmo padrdo observado para 0 composto 1,
ou seja, esteve presente nos volateis obtidos de machos e fémeas de C. ferruginea em
associacdo com eucalipto, de eucalipto apds alimentacdo dos besouros e de ramos de
eucalipto sem ataque e sem insetos (Tabela 11). Para as amostras do tratamento F+E,
respostas a este composto foram observadas em sete antenogramas de machos e em seis de
fémeas. J& para o tratamento M+E, a resposta foi observada em quatro e cinco
antenogramas de machos e fémeas, respectivamente. O mesmo estimulo também foi
registrado em um antenograma de fémea frente ao tratamento EA. Para as amostras do

tratamento ES ndo foram gerados antenogramas.
Tabela 11. ConcentracBes e respostas de adultos de Costalimaita ferruginea ao composto 3

presente nos volateis de machos e fémeas em associacdo com ramos de clones hibridos de
Eucalyptus urophylla vs. E. grandis e a ramos do eucalipto ap6s alimentacdo dos insetos.

e « Concentracéo Respostas observadas

Volateis Amostra (ng pL) Fameas Machos
Fémeas + eucalipto L 21,59 2.0 2.0
2 5,63 4,0 5,0
. 1 3,28 1,0 2,0
Machos + eucalipto 5 4.39 30 30
Eucalipto ap6s alimentacéo dos besouros ! 1,39 0.0 0,0
2 3,82 1,0 0,0

* Para cada amostra foram gerados cinco antenogramas por sexo.
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Pela ANOVA néo houve efeito de tratamentos nas concentragcbes do composto 3
para os tratamentos em que ele esteve presente (F316=0,47; p=0,71). Assim, as
concentracdes médias das amostras de M+E (9,08 + 5,58 ng uL™), F+E (11,58 # 2,68 ng
uL™), EA (6,70 + 2,04 ng L) e ES (11,98 + 3,02 ng pL™) ndo diferem entre si (Figura
13).
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Figura 13. Concentracdo média + erro padrdo do composto 3 presente nos tratamentos com fémeas
(F+E) e machos (M+E) de Costalimaita ferruginea em associa¢do com ramos de clones hibridos de
Eucalyptus urophylla vs. E. grandis, ramos de eucalipto ap6s alimentacdo dos besouros (EA) e
eucalipto sozinho (ES). (n=5) Colunas seguidas de letras distintas diferem significativamente
(Tukey; P<0,05).

O IK do composto 3 foi determinado como sendo 1134 e o espectro de massa
apresentou um pico do ion molecular (M+) com valor de m/z 136 Da e um pico base em
m/z 121 Da (M* — 15) (Figura 14), o que sugere um composto com férmula molecular
CioH16. O espectro do composto 3 se assemelha ao do monoterpeno, allo-Ocimeno, que
apresenta dois estereoisomeros (E,Z) e (E,E) (neo-allo-Ocimeno) cujos IK’s sdo,
respectivamente, 1132 e 1444 (ADAMS, 2007). Os dois compostos estdo presentes nos
volateis com a presenca da planta (ver Capitulo 2), no entanto, as respostas dos adultos de
C. ferruginea foram obtidas frente ao tempo de retengdo referente ao estereoisémero (E,Z)
e, através das informacgdes disponiveis na literatura consultada, foi possivel confirmar a
similaridade do espectro de massa do composto 3 com o0 espectro de massa desse

estereoisdmero.
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Figura 14. Espectro de massa referente ao composto 3 presente nas amostras com extratos de
machos e fémeas de Costalimaita ferruginea em associacdo com ramos de clones hibridos de
Eucalyptus urophylla vs. E. grandis, ramos de eucalipto ap6s alimentacdo dos besouros e de ramos
de eucalipto sem ataque (A) e espectro de massa do estereoisomero (E,Z) do monoterpeno, allo-
Ocimeno, disponivel na literatura (B) (fonte: EI-Sayed, 2013).

3.3.4. Composto 4

O composto 4 foi constatado nos extratos de fémeas sozinhas de C. ferruginea, de
fémeas em associacdo com o eucalipto e nos extratos obtidos dos ramos de eucalipto apds
alimentacdo dos besouros, e apenas fémeas responderam a esses tratamentos. Dos 10 pares
de antenas de fémeas analisados frente ao tratamento F, cinco respostas foram observadas
e, para aquelas amostras obtidas enquanto as fémeas se alimentavam do eucalipto, a
mesma reposta foi identificada em sete dos dez antenogramas. O mesmo estimulo também
foi notado em um dos 10 antenogramas de fémeas produzidos frente as amostras do
tratamento EA. Neste caso, das duas amostras utilizadas nas analises, 0 composto sé
apareceu em uma. As concentracdes do composto 4 presente nas duas amostras de cada

tratamento utilizado para gerar 0s antenogramas se encontram na Tabela 12.
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Tabela 12. Concentracbes e respostas de adultos de Costalimaita ferruginea em relacdo ao
composto 4 presente nas amostras de extratos de fémeas, fémeas em associagdo com ramos de
clones hibridos de Eucalyptus urophylla vs. E. grandis e de ramos de eucalipto ap6s alimentagdo
dos besouros. Vigosa/MG, 2012.

Concentracéo Respostas observadas

7 - *
Volateis Amostra (ng pLY) Fémeas Machos
- _ 1 14,22 3,0 0,0
Fémeas + eucalipto (F+E) 2 16,59 4,0 0,0
- 1 8,78 2,0 0,0
Fémeas (F) 2 9,67 3,0 0,0
Eucalipto apos alimentaco dos besouros 1 2,47 0,0 0,0

(EA) 2 3,23 1,0 0,0
* Para cada amostra foram gerados cinco antenogramas por sexo.

Houve efeito entre os tratamentos em relagdo a concentragdo meédia (F12=5,19;
p=0,024) do composto 4. Pelo teste Tukey, a concentracdo média do composto nas
amostras do tratamento F+E (12,23 + 1,83 ng uL™") ndo difere da média das amostras do
tratamento F (8,78 + 1,68 ng pL™), mas foi maior do que a concentragdo média do
tratamento EA (4,76 + 1,38 ng uL™), que néo diferiu da de fémeas sozinhas (Figura 15).
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Figura 15. Concentragdo media * erro padrdo do composto 4 presente nos tratamentos com fémeas
de Costalimaita ferruginea (F), fémeas em associacdo com ramos de clones hibridos de Eucalyptus
urophylla vs. E. grandis (F+E) e de ramos de eucalipto apds alimentacéo dos besouros (EA). (n=5)
Colunas seguidas de letras distintas diferem significativamente (Tukey; P<0,05).

O indice de Kovats (1K) observado para o composto bioativo 4 foi de 1208. Seu
espectro de massa apresentou um pico do ion molecular (M+) com valor de m/z 156 Da e

um pico base em m/z 57 Da (M* — 99) (Figura 16), 0 que sugere um composto de formula
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molecular CioH200. As bibliotecas apontaram uma similaridade com o aldeido Decanal,
que foi confirmada através de comparacdes do espectro de massa do composto 4 com o do
aldeido, disponiveis na literatura (ADAMS, 2007; EL-SAYED, 2013) (Figura 16).
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Figura 16. Espectro de massa do composto 4 presente nos extratos de fémeas de Costalimaita
ferruginea, fémeas em associacdo com ramos de clones hibridos de Eucalyptus urophylla vs. E.
grandis e de ramos de eucalipto apds alimentacao dos besouros (A) e espectro de massa do aldeido,
Decanal, disponivel na literatura (B) (fonte: EI-Sayed, 2013).

3.3.5. Composto 5

O composto 5 foi constatado em todos os volateis obtidos de adultos de C.
ferruginea e do eucalipto, mas uma possivel atividade bioldgica so foi observada para os
tratamentos com machos sozinhos e em associagdo com o eucalipto, fémeas em associacao
com o eucalipto e eucalipto atacado. Dos 10 antenogramas de fémeas e de machos frente as
amostras do tratamento M+E, a resposta a esse composto foi identificada em oito e seis
antenogramas, respectivamente. A concentracdo do composto nas amostras referentes a
esse tratamento foi de 10,65 e 15,12 ng pL™ (Tabela 13). Nas amostras do tratamento M,
trés fémeas e dois machos responderam ao composto e as suas concentragdes foram de
2,50 e 2,68 ng pL™. Para o tratamento F+E a resposta foi identificada em apenas um
antenograma de fémea e em um de macho. No tratamento EA apenas uma resposta de

fémea foi detectada. J& para as amostras do tratamento F, nenhuma resposta foi observada
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(Tabela 13). O composto 1 também foi encontrado em amostras do tratamento ES, mas
respostas eletroantenogréficas ndo foram geradas para esse tratamento.

Tabela 13. Concentracbes e respostas de adultos de Costalimaita ferruginea em relacdo ao
composto 5 presente nas amostras com extratos de machos, fémeas, machos e fémeas em
associagdo com ramos de clones hibridos de Eucalyptus urophylla vs. E. grandis e de ramos de
eucalipto ap6s alimentacdo dos besouros. Vigosa/MG, 2012.

Volateis Amostra* Concentracéo Respostas observadas

(ng pL™h) Fémeas Machos
- _ 1 0,32 0,0 0,0
Fémeas + eucalipto (F+E) 2 0,57 1,0 1,0
. 1 10,65 4,0 3,0
Machos + eucalipto (M+E) 2 15,12 4,0 3,0
N 1 0,15 0,0 0,0
Fémeas (F) 2 0,00 0,0 0,0
1 2,50 1,0 1,0
Machos (M) 2 2,68 2,0 1,0
Eucalipto ap6s alimentacéo dos besouros 1 0,12 0,0 0,0
(EA) 2 0,39 1,0 0,0

* Para cada amostra foram gerados cinco antenogramas por sexo.

Houve efeito de tratamento em relacdo as concentragdes dos tratamentos em que 0
composto 5 esteve presente (F24=23,87; p< 0,001). A concentracdo média nas amostras
do tratamento M+E (19,10 * 3,76 ng pL™) foi maior do que as demais. Ja as concentraces
médias do composto nos tratamentos F+E (0,44 + 0,01 ng uL™), M (3,14 + 0,27 ng uL™"), F
(0,08 + 0,04 ng uL"), EA (0,29 + 0,08 ng uL™*) e ES (0,33 + 0,07 ng uL™") ndo diferiram
significativamente, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade (Figura 17).
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Figura 17. Concentracdo média + erro padrdo do composto 5 presente nos tratamentos com fémeas
(F) e machos (M) de Costalimaita ferruginea, fémeas (F+E) e machos (M+E) em associa¢do com
ramos de clones hibridos de Eucalyptus urophylla vs. E. grandis. (n=5), ramos de eucalipto apés
alimentagdo dos besouros (EA) e ramos sem ataque e sem insetos (ES). (n=5) Colunas seguidas de
letras distintas diferem significativamente (Tukey; P<0,05).

O IK observado para o composto bioativo 5 em coluna DB-5® foi de 1531. O
espectro de massa apresentou um pico do ion molecular (M+) com valor de m/z 204 Da e
um pico base em m/z 161 Da (M* — 43) (Figura 18). De acordo com as indica¢des das
bibliotecas e informac@es da literatura consultada, o espectro do composto 5 se assemelha
ao do sesquiterpeno, y-Cadineno, um composto de formula molecular CysHy4 € cujo 1K
informado por Adams (2007) é de 1513.
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Figura 18. Espectros de massa referentes ao composto 5 presente nos extratos de machos e fémeas
de Costalimaita ferruginea, machos e fémeas em associacdo com ramos de clones hibridos de
Eucalyptus urophylla vs. E. grandis, ramos de eucalipto ap6s alimentacdo dos insetos e de ramos
sem ataque (A) e espectro de massa do sesquiterpeno, y-Cadineno, disponivel na literatura (B)
(fonte: EI-Sayed, 2013).

3.3.6. Composto 6

Para 0 composto 6, as antenas de machos e fémeas de C. ferruginea s6 responderam
aquelas amostras de M e M+E e o composto s6 foi identificado nas amostras
correspondentes a esses tratamentos. Para as amostras de M+E, trés respostas de machos e
duas de fémeas foram observadas, ja para as amostras do tratamento M cinco fémeas e
quatro machos responderam ao composto. As concentracdes das amostras utilizadas para
produzir as respostas eletroantenograficas e as respostas associadas a cada amostra por

tratamento se encontram na Tabela 14.
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Tabela 14. Concentracbes e respostas de adultos de Costalimaita ferruginea em relacdo ao
composto 6 presente nas amostras com extratos de machos e de machos em associagdo com ramos
de clones hibridos de Eucalyptus urophylla vs. E. grandis.Vigosa/MG, 2012.

Concentracéo Respostas observadas

s - *
Volateis Amostra (ng pL™Y) Fémeas Machos
] 1 4,20 2,0 3,0
Machos + eucalipto (M+E) 2 4,23 2,0 2,0
1 1,25 2,0 2,0
Machos (M) 2 2,57 2,0 3,0

*Para cada amostra foram gerados cinco antenogramas por sexo.

Houve efeito de tratamento entre as concentracdes médias do composto 6 para 0s
extratos em que ele apareceu (F1=13,79; p=0,006), logo a concentracdo no tratamento
M+E (4,93 + 0,47 ng uL™) foi maior do que no tratamento M (2,61 + 0,41 ng uL™) (Figura
19).
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Figura 19. Concentragdo média + erro padrdo do composto 6 presente nos tratamentos de machos
de Costalimaita ferruginea (M) e de machos em associagdo com ramos de clones hibridos de
Eucalyptus urophylla vs. E. grandis (M+E). (n=5) Colunas seguidas de letras distintas diferem
significativamente (Tukey; P<0,05).

O composto 6 apresentou um IK igual a 1648 e também nao foi possivel encontrar
na literatura uma referéncia para a determinacdo de seu perfil molecular, no entanto, seu
espectro de massa apresentou um pico do ion molecular (M+) com valor de m/z 204 Da e

um pico base em m/z 105 Da (M* — 99) (Figura 20).
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Figura 20. Espectro de massa referente ao composto 6 presente nos extratos de machos de
Costalimaita ferruginea e desses em associacdo com ramos de clones hibridos de Eucalyptus
urophylla vs. E. grandis.

3.4. Discussao

Com base nos resultados apresentados pode-se observar um comportamento
diversificado de adultos de C. ferruginea frente aos seis compostos que, de alguma forma,
elicitaram uma resposta por parte das antenas submetidas ao detector eletroantenografico, o
que sugere funcgdes bioldgicas diferenciadas. Alguns compostos foram exclusivos de certos
sistemas, como 0 composto 6, que parece ser especifico de machos e que desencadeou uma
resposta em fémeas e machos, e 0s compostos 1 e 3, que s6 ocorrem nos tratamentos com
planta. Entretanto, a concentracdo do composto 1 aumentou consideravelmente quando os
besouros foram inseridos no sistema, ao contrario do composto 3 em que a concentracao
ndo variou com a introducdo de machos e fémeas. Possivelmente os besouros utilizem
esses compostos como pistas olfativas para a localizacdo e/ou avaliacdo das condicGes do
hospedeiro. J& outros, foram quase exclusivos, como 0s compostos 2 e 4, que alem de
ocorrerem nos tratamentos com machos e fémeas, respectivamente, também foram
detectados nos volateis da planta atacada. Temos também o composto 5 que ocorreu de
forma generalizada em todos os sistemas, mas respostas foram observadas, quase
exclusivamente, em tratamentos com machos (sozinhos ou em associacdo com a planta).
Este composto e 0s compostos 2 e 6 sdo fortes candidatos na composicdo de um possivel
feroménio de agregacdo produzido por machos e que desencadeia respostas em ambos 0s
sexos. Ja o composto 4 parece ser um sinalizador sexual produzido por fémeas e que afeta

diretamente apenas fémeas.
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O Acetato de (3Z)-Hexenila é amplamente conhecido como um composto Volatil
de Folha Verde (VFV), podendo agir, como atrativo para algumas espécies de insetos
(VISSER & AVE, 1978), e como repelente para os outros, indicando, neste caso, a
presenca de hospedeiros inadequados (UNSICKER et al., 2009; ZHANG & SCHLYTER,
2004). Este composto ja foi identificado em diversas epécies de plantas (GUERIN &
VISSER, 1980; DEJONG & VISSER, 1988, BLIGHT et al., 1991; LANDON et. al. 1997),
inclusive em Eucalyptus cordata e E. globulus (BARATA et al. 2000; YUVARAJ et al.
2013). Landon et al. (1997) demonstraram que o Acetato de (3Z)-Hexenila foi o
responsavel pela atracdo de Sitona lineatus L. (Col.: Curculionidae), em olfatdmetro, sendo
este 0 composto responsavel pela discriminacdo de sua planta hospedeira no campo. Este
composto também é um dos principais VFV’s liberados por espécies do género Populus
(Salicaceae) apos herbivoria (FROST et al., 2007) aumentando, assim, as concentragdes de
acido jasmonico e acido linoleico, com consequentes efeitos na producdo de defesa direta e
indireta da planta (FROST et al., 2008). Pode tambem atuar na atracdo de inimigos naturais
de herbivoros, aléem de um importante papel na comunicacdo planta-planta, como
sinalizador, para plantas vizinhas, da necessidade de producdo de defesas (FROST et al.
2008; PIESIK et al. 2011; HIRAO et al. 2012). Ao investigarem a especificidade e
sensitividade dos neurénios sensoriais olfativos de Ctenarytaina eucalypti (Maskell, 1890)
(Hem.: Psyllidae) aos diversos compostos volateis liberados pelo género Eucalyptus,
Yuvaraj et al. (2013) demostraram uma resposta eletroantenografica do pislideo ao
Acetato de (3Z)-Hexenila, mas uma funcdo biolégica associada a resposta ndo foi
demostrada. Por fim, este éster também ja foi registrado como componente do feroménio
de Helopeltis theivora (Waterhouse, 1886) (Hem.: Miridae) (SACHIN et al. 2008).

O Acetato de (3Z)-Hexenila, neste trabalho, foi detectado nos volateis obtidos em
todos os tratamenos com planta hospedeira (M+E, F+E, EA e ES). Com isso, pode-se
sugerir que este composto seja emitido exclusivamente pelo eucalipto, corroborando 0s
resultados dos estudos de Yuvaraj et al. (2013) e Barata et al. (2000), que o encontraram
em volateis de outras espécies de eucalipto. Ndo se pode afirmar se este composto atua
como um repelente ou como um atrativo para o inseto. No entanto, uma vez que a emissdo
desse éster aumenta na presenca dos besouros, pode ser que as defesas da planta sejam
ativadas ou que ela esteja sinalizando para as vizinhas a presenca de herbivoros. De
qualquer forma, o besouro-amarelo parece ser capaz de perceber as alteragfes na

concentragdo desse composto.
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O monoterpeno, (E,Z) allo-Ocimeno, é caracterizado como um dos maiores
componentes de 0leo essencial extraido de varias espécies do género Eucalyptus (BATISH
et al. 2008). Os 0leos essenciais de eucalipto sdo conhecidos por sua atividade pesticida,
consequéncia da presenca de componentes tais como Eucaliptol, Citronelal, Citronelol,
Acetato de citronelila, p-Cymeno, Eucamalol, Limoneno, Linalool, a-Pineno, y-
Terpineno, a-Terpineol, allo-Ocimeno e Aromadendreno (WATANABE et al., 1993;
LI et al., 1995; 1996; CIMANGA et al., 2002, DUKE, 2004, BATISH et al., 2006, SU et
al., 2006; LIU et al., 2008). No entanto, a bioatividade do 6leo essencial depende do tipo e
da natureza dos componentes e da sua concentracdo, e pode variar com a espécie, época,
localizacdo, clima, tipo de solo, idade das folhas, regime de fertilidade, método usado para
a secagem do material vegetal, bem como com o0 método de extracdo do 6leo (BROOKER
& KLEINIG, 2006).

O composto (E,Z) allo-Ocimeno foi encontrado em todos os tratamentos com
eucalipto (M+E, F+E, EA e ES) e, provavelmente, seja um composto exclusivo da planta,
por ndo se ter detectado sua presenca nos volateis de machos e fémeas sozinhos. No
entanto, este composto foi percebido pelas antenas dos insetos, principalmente em
concentragbes maiores ou iguais a 3,82 ng puL™? (Tabela 11). Apesar de ndo se ter
encontrado diferencgas entre as concentragoes deste composto nos extratos dos tratamentos
em que ele ocorre (Figura 13), a resposta do inseto parece depender da intensidade com que
0 composto foi emitido, como pode ser observado na (ver Tabela 3 do capitulo 2), cujos
resultados apontam para uma tendéncia no aumento das respostas em relagdo ao aumento
da concentracdo desses monoterpeno. A funcdo bioldgica desse composto para o sistema
inseto-planta permanece um mistério, e bio-ensaios que avaliem a atratividade e/ou
repeléncia podem ajudar a esclarecer o real papel do allo-Ocimeno dentro desse sistema.

O aldeido, Decanal, € um composto organico muito conhecido por suas
propriedades aromaticas, principalmente citricas (HOGNADOTTIR & ROUSEFF, 2003;
CHISHOLM et al. 2003). Sua presenca em feroménios de insetos ja foi relatada para
algumas espécies. Em Hoplia equina LeConte, 1880 (Col.: Scarabaeidae) é componente do
feromoénio sexual liberado pelas fémeas (ZHANG et. al. 2003). E constituinte também do
feromdnio sexual emitido por machos, durante o comportamento de chamamento, em
Galleria mellonella (Linnaeus, 1758) (Lep.: Pyralidae) (LEBEDEVA et al. 2002) e
também serve de pista indireta de orientacdo ao potencial sitio de oviposicdo desse
lepidoptero pelo parasitdide Bracon hebetor Say, 1857 (Hym.: Braconidae) (DWECK et al.

2010). O Decanal também foi detectado nos extratos de exdvias de ninfas machos e
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fémeas de Thaumastocoridae peregrinus Carpintero & Dellapé, 2006 (Hem.:
Thaumastocoridae), conhecida por infestar plantagdes de eucaliptos em todo o Hemisfério
Sul (MARTINS et al. 2012).

Nos extratos analisados neste trabalho, o Decanal ndo foi encontrado em
tratamentos com machos do besouro-amarelo, o0 que sugere as fémeas como emissor desse
composto, se ndo fosse o fato de ele também ter sido detectado nas colecdes de volateis
obtidas do eucalipto apds ataque dos besouros, mesmo que em baixas concentracfes
(Figura 15). Possiveis explicacbes para esse fato estariam na permanéncia de tracos do
composto, apés a retirada dos insetos, nas plantas atacadas, em quantidades suficientes
para serem detectadas nas analises cromatograficas, ou entdo na producdo desse composto
a partir de alguma reacdo quimica entre volateis presentes na planta atacada. De qualquer
forma, percebe-se pelos resultados que este aldeido esteja atuando na comunicacgdo entre
fémeas de C. ferruginea, possivelmente como um sinalizador sexual, pois além da resposta
ter sido sexo-especifica ela também parece ser dependente da intensidade de emissédo do
composto (Tabela 12). Mas o que a fémea estd querendo sinalizar? A qualidade do
alimento, a saturacdo do ambiente, ou 0 seu status reprodutivo? Testes comportamentais
devem ser conduzidos na tentativa de buscar respostas para essas questoes.

Os dois compostos ndo identificados 2 e 6 sdo fortes candidatos para a composicao
de um feromdnio de agregacdo liberado por machos de C. ferruginea. Eles aparecem quase
exclusivamente em extratos com a presenca de machos, com exce¢ao do composto 2, que
também foi detectado em extratos da planta atacada em baixas concentragfes quando
comparado com o tratamento M+E. Provavelmente isso tenha ocorrido porque tracos desse
composto podem ter permanecido na planta atacada apds a retirada dos insetos. Outra
diferenca é que a resposta ao composto 2 parece ser dependente da intensidade de emissao
desse volatil (Tabela 10). Isso também sugere um forte sinergismo com a planta
hospedeira. No escarabeideo Oryctes elegans Prell, 1914, o principal componente do
feromdnio de agregacdo sozinho foi pouco atrativo, mas quando apresentado juntamente
com o odor da planta hospedeira uma acdo sinergistica foi claramente observada
(ROCHAT et al., 2004). Em Crysomelidae esse efeito também foi demonstrado para
algumas espécies, como aquelas do género Phyllotreta em que a captura de individuos no
campo foi significativamente maior quando um atraente derivado da planta hospedeira foi
adicionado aos componentes constituintes do feroménio de agregacdo produzido por
machos das espécies analisadas (TOTH et al., 2005; SOROKA et al. 2005). Casos

similares de forte sinergismo entre componentes de feroménios e volateis de planta
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também j& foram descritos para espécies do género Rhynchophorus (Col.: Curculionidae) e
Carpophilus (Col.: Nitidulidae) (JAFFE et al. 1993; GIBLIN-DAVIS et al. 1994,
OEHLSCHLAGER et al. 1995; ROCHAT et al. 1995; BARTELT 1999). Por outro lado, o
composto 6 ndo parece apresentar essa dependéncia da concentragdo, pois mesmo que as
concentragcOes tenham sido diferentes nas duas amostras (Figura 19), as respostas foram
similares (Tabela 14).

O composto 5, y-Cadineno, ja foi encontrado como constituinte de extrato de
folhas de Eucalyptus camaldulensis, na composicdo de éleos essenciais de frutos de E.
globulus e em aciculas de Pinus sylvestris (KULA et al.1996; MACIAG et al. 2007;
MEDHI et al. 2010; MULYANINGSIH et al. 2010; SZMIGIELSKI et al. 2012). Além
disso, foi encontrado nas secre¢des de defesa em soldados de espécies de cupim do género
Reticulitermes (BAGNERES et al. 1990). Em Crisomelideos é citado como um dos
constituintes do feroménio de agregacdo emitido por machos de algumas espécies do
género Phyllotreta e Apthona (PENG & WEISS, 1992; BARTELT et al. 2001; TOTH et
al. 2005).

O sesquiterpeno, y-Cadineno, esteve presente em todos os tratamentos analisados
(Tabela 13), sendo que a sua emissao foi significativamente maior no tratamento M+E. As
respostas a este composto também parecem depender da intensidade de emissdo desse
sesquiterpeno, sendo que em concentragdes menores que 0,39 ng uL™ a resposta ndo foi
detectada, como demostrado para as concentracdes do composto nos tratamentos EA, F e
F+E (Tabela 13). Este sesquiterpeno, assim como em outras espécies de eucalipto (ZINI et
al., 2003), parece ser um constituinte do extrato de folhas de hibridos de E. urophylla vs. E.
grandis, o que justificaria a sua presenca nos tratamentos com a planta. No caso de fémeas
sozinhas, este composto pode ter sido liberado nas fezes em concentracbGes baixas,
ressaltando que em uma das amostras desse tratamento o composto ndo foi identificado.
Material fecal em algumas espécies de crisomelideos apresenta um papel ecologico
relevante servindo, muitas vezes, como pista para a agregacao dos insetos (MULLER &
HILKER, 2004). No entanto, a presenca em machos sugere um possivel componente de
um feroménio de agregacdo liberado por machos cujos efeitos aumentam em associacao
com o eucalipto. E possivel também que a producdo e liberacdo desse composto sejam
dependentes da presenca de VFV’s para que 0 composto possa ser ativo biologicamente,
como ocorre em espécies do género Melotontha (Col.: Scarabeidae) (RUTHER et al. 2000;
2002; REINECKE et al, 2002a; 2002b). Toth et al. (2005) verificaram que ao acrescentar o

Isotiocianato de alila, um atraente derivado da planta hospedeira, na mistura feromonal de
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machos de algumas espécies do género Phyllotreta, que também liberam o y-Cadineno em
sua mistura feromonal, as capturas em armadilha no campo foram significativamente
maiores do que aquelas iscadas apenas com a mistura feromonal. Ha também muitos
coleopteros que sdo atraidos por misturas de VFV’s que atuam como componentes de
feromonios (REINECKE et al. 2002a; RUTHER & HILKER, 2003).

Os compostos que elicitaram alguma resposta neste estudo precisam ser testados
em bioensaios comportamentais, para que se possa confirmar suas verdadeiras fungdes nos
sistemas inseto-inseto e inseto-planta. A atratividade ou repeléncia desses compostos
podem ser Uteis no monitoramento e controle das populacdes de C. ferruginea no campo,
como o0s compostos Acetato de (3Z)-hexenila e allo-Ocimeno. Ja o sistema de
comunicagdo quimica intraespecifico parece ser semelhante aquele observado para outras
espécies de crisomelideos, com a producéo e a liberacdo de um feromdnio de agregacéo
produzido por machos e constituido por mais de um componente (BARTELT et al., 2001;
ZILKOWSKI et al., 2006). Além disso, a acdo dos componentes dos feromdnios em alguns
crisomelideos é afetada pelos constituintes secundarios produzidos pela planta hospedeira
(TOTH et al., 2005; SOROKA et al. 2005), 0 que parece ser o caso para alguns dos

compostos observados para C. ferruginea.
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CONCLUSOES GERAIS

Este trabalho registrou pela primeira vez aspectos sobre as interagdes inseto-inseto
e inseto-planta para C. ferruginea e o eucalipto, sua planta hospedeira.

A constituicdo dos volateis emitidos pelo eucalipto seguiu um padrdo ja observado
e relatado na literatura, tendo como constituinte majoritario o composto Eucaliptol e a
presenca representativa de outros terpenos.

Seis compostos volateis foram percebidos pelas antenas de machos e fémeas de C.
ferrruginea e evidéncias para um feroménio de agregacdo foram apresentadas.

O sistema de comunicacdo quimica intraespecifico parece ser semelhante aquele
observado para outras espécies de crisomelideos, com a producdo e a liberacdo de um
feromdnio de agregacdo produzido por machos e constituido por mais de um componente.

Possiveis compostos liberados pelo eucalipto, atraentes e/ou repelentes, podem ser
Uteis no monitoramento e controle das populacdes de C. ferruginea no campo, como o
composto Acetato de (3Z)-hexenila e allo-Ocimeno.

Os compostos que apresentaram alguma resposta neste estudo precisam ser testados
em bioensaios comportamentais para identificar seus verdadeiros papeis nas interacfes

inseto-inseto e inseto-planta.
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