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Resumo

Embora pouco conhecida, a emissdo de sinais vibratorios através de substratos é
uma modalidade de comunicagdo comum nos insetos. Muitos desses sinais s&o
especificos e facilitam a localizagcdo do parceiro, reconhecimento e acasalamento. Assim
como em outros pentatomideos, as etapas reprodutivas de Chinavia ubica (Rolston, 1983)
e Chinavia impicticornis (Stal, 1872) consistem em emissdo de feroménio em longas
distancias, além de sinais vibracionais e toque com as antenas (antenacdo) em curtas
distancias. Este trabalho foi orientado a estabelecer se diferencas nas caracteristicas
temporais dos sinais vibracionais de ambas as espécies induzem varia¢do na resposta dos
individuos a fim de estabelecer se a especificidade da comunicacdo vibracional esta
relacionada a composicdo temporal dos sinais vibratdrios. Adicionalmente estudo-se a
composicdo quimica da cuticula dessas duas espécies para estabelecer se existem
diferencias a nivel especifico e entre 0s sexos que possam sugerir uso destes compostos
para reconhecimento e discriminacdo entre os individuos na fase de corte do
comportamento reprodutivo. Verificou-se que alteracdo dos pardmetros temporais dos
sinais vibratorios das fémeas de ambas as espécies em relacdo aos sinais naturais
diminuem a resposta dos machos coespecificos comprovando a hip6tese que o
reconhecimento e discriminacdo dos sinais vibratorios estdo relacionados a parametros
temporais espécie especificos. Ambas as espécies mostraram possuir perfis de
hidrocarbonetos cuticulares similares com diferencias entre espécies e sexos 0 que sugere
a sua possivel fun¢do como sinais quimicos utilizados durante o0 comportamento de corte.
Os resultados deste trabalho mostraram que o isolamento reprodutivo das espécies
simpatricas de Chinavia estudadas é uma consequéncia de um sistema de sinalizacao
multimodal que inclui alem dos feromonios sexuais, previamente identificados, sinais

vibratorios e sinais quimicos ndo volateis (hidrocarbonetos cuticulares).

Palavras chave: Chinavia ubica, Chinavia impicticornis, sinais, comunicacao

quimica, hidrocarbonetos cuticulares, discriminacéo interespecifica.



Abstract

Though little known, the issue of vibratory signals through substrates is a
common form of communication in insects. Many of these signs are specific and facilitate
the partner's location, recognition and mating. As in other pentatomids, reproductive
stages of Chinavia ubica (Rolston, 1983) e Chinavia impicticornis (Stal, 1872) consist of
pheromone emission over long distances, and vibrational signals and touch the antennas
(antennation) over short distances. This study was directed to determining whether
differences in the temporal characteristics of the vibrational signals of both species induce
variation in the response of individuals to establish the specificity of vibrational
communication is related to the temporal composition of vibratory signals. Additionally
study up the cuticle of the chemical composition of these two species to establish whether
the specific differences within and between the sexes that may suggest use of these
compounds for recognition and discrimination among individuals in cutting phase of
reproductive behavior. It was found that alteration of temporal parameters of the vibratory
signals of females of both species in relation to the natural decreasing the response
signals of conspecific males, support the hypothesis that the recognition and
discrimination of vibration signals are related to specific temporal parameters species.
Both species have similar profiles cuticular hydrocarbons with differences between
species and sex suggesting its possible role as chemical signals used during cutting
behavior. These results show that reproductive isolation of simpatric Chinavia species
studied is a result of a multimodal signaling system which includes addition of sex
pheromones, previously identified, vibrational signals and non-volatile chemical signals

(cuticular hydrocarbons).

Key words: Chinavia ubica e Chinavia impicticornis, Chinavia ubica, signals,

chemical communication, cuticular hidrocarbons, interespecific discrimination.



Introducéo Geral

Dentre as subfamilias de Pentatomidae, Pentatominae é a maior delas. Dos cerca
de 36.096 espécies descritas de Heteroptera, 4.123 espécies pertencem a familia
Pentatomidae e é classificada como a terceira maior familia juntamente com o Lygaeidae.
(Panizzi et al., 2000). Seus membros, os percevejos fitdfagos, sdo caracterizados por
possuirem cinco segmentos nas antenas, trés segmentos tarsais e um escutelo pequeno e

triangular.

Alimentam-se inserindo o estilete na planta e sugando seus nutrientes, atacando,
geralmente, seus 6rgdos reprodutivos, causando assim injurias nos tecidos vegetais e
abrindo uma porta de entrada para patdgenos causadores de doencas (Panizzi et al.,
1997). Além disso, podem levar a murcha e aborto dos frutos e sementes. Por se
alimentarem de espécies de plantas de valor econdbmico, muitas espécies sdo consideradas

pragas agricolas (Panizzi et al., 2000).

No Brasil os percevejos ocorrem do Norte ao Sul (Corréa-Ferreira & Panizzi,
1999) e vérias espécies tém sido registradas como pragas agricolas principalmente de
leguminosas e outros grdos, em particular, a cultura de soja, onde percevejos da familia
Pentatomidae sdo considerados pragas principais. Estes insetos atacam a planta desde o
florescimento até a maturidade fisioldgica (Panizzi & Vivan, 1997), sendo responsaveis
por danos diretos a cultura causando reducdo da producdo e perda na qualidade das
sementes (Belorte et al., 2003). Nesta cultura os percevejos sdao encontrados em um
complexo de espécies que varia em composicdo e abundancia de acordo com a regiao
produtora, sendo Nezara viridula Linneaus, 1758, Piezodorus guildinii Westwood,1837,
Euschistus heros Fabricius,1794 as pragas de maior impacto econémico na producdo de
soja brasileira (Belorte et al., 2003). Além dessas, existem outras espécies, como as do

género Chinavia Orion gque ocorrem com menor frequéncia (Schwernter & Grazia, 2006).

A importancia dos percevejos para a cultura da soja se manifesta ao considerar
gue o Brasil é o segundo maior produtor mundial de soja. Para 0 ano de 2015 estima-se
uma produgdo de 95,92 milhGes de toneladas, 11,4% superior as 86,12 milhGes de
toneladas colhidas em 2013/14 (Conab, 2015).

O principal método de controle dos percevejos € realizado através da aplicacéo de
defensivos agricolas nas plantaces. Sendo comercializadas, somente no Brasil em 2011,
826.683 toneladas, acréscimo de 4,9% em relagdo a 2010 (Ferreira et al., 2012). O uso

indiscriminado destes produtos pode levar ao surgimento de populagfes resistentes



gerando a perda da eficiéncia do produto, contaminacdo do solo e lengois freaticos e
efeitos nocivos a fauna benéfica. Além de afetar a satde dos trabalhadores rurais. Assim a
busca por métodos alternativos de controle surge como uma necessidade prioritaria, entre
estes métodos a manipulagdo comportamental apresenta grande potencial. Sinais
utilizados pelos insetos para se comunicarem podem ser, uma vez identificados, utilizados
para atrai-los, dispersa-los ou ainda interferir nesta comunicagdo utilizando sinais de

interferéncia ou disrupgéo.

O comportamento reprodutivo de percevejos é complexo e envolve a producéao de
sinais especificos que garantem a comunicagdo dos individuos. Dentre esses sinais
destacam-se os feroménios sexuais. Esses feromonios, produzidos pelos machos, sdo um
meio de comunicacdo quando o0s insetos se encontram em distancias maiores, e 0
primeiro passo para a formacdo das duplas para a copula ja que atuam como atrativos
para as fémeas (Moraes, 2008; 2005, Borges et al., 2006; Borges et al., 2007).

A composi¢do quimica dos feroménios de algumas espécies de percevejos no
Brasil foram identificados. Dentre eles Euschistus heros (Fabricius, 1974), Edessa
meditabunda (Fabricius, 1974), Piezodorus guildinii (Westwood, 1837), Thyanta perditor
(Fabricius, 1974), Chinavia ubica (Rolston, 1983) e Chinavia impicticornis (Stal, 1872),
Oebalus poecilus (Dallas, 1851), Tibraca limbativentris (Stal, 1872), Nezara viridula
(Linnaeus, 1758), Pallantia macunaina (Grazia, 1980) e Agroecus griséus (Dallas, 1851)
(Zhang et al., 2003., Zarbin et al., 2000; 2012, Moraes et al., 2005; 2012, Moraes et al.,
2013; Borges et al., 2006, 2007, Favaro et al., 2012). Todos os trabalhos citados acima
confirmaram a alta especificidade das moléculas feromonais envolvidas na comunicacéo

quimica dos percevejos.

Apbs as fémeas serem atraidas para as plantas onde se encontram os machos, sao
elas as responsaveis pelo inicio da emissdo dos sinais vibratérios que atraem 0 sexo
oposto durante a corte inicial (Borges et al., 1987; Cokl et al., 2000a; Moraes et al.,
2005). A funcdo da comunicacdo vibracional é a de troca de informacBes entre os
individuos durante a etapa reprodutiva, quando estes estdo separados por distancias

moderadas ou curtas (poucos metros a alguns centimetros).

Na etapa final do comportamento reprodutivo dos percevejos (quando os insetos
estdo a distancias que permitem o contato fisico) sinais visuais, fisicos e quimicos séo
importantes para 0 reconhecimento e finalmente predispor os insetos para a copula

(Borges et al., 1987; Laumann et al., 2013). Nesta etapa o0s insetos desenvolvem
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movimentos estereotipados e uma intensiva prospecc¢éo do corpo do parceiro utilizando as

antenas (antenacdo) (Borges et al., 1987).

O uso de feromonios para atracdo para armadilhas é uma técnica amplamente
utilizada para manejo de insetos praga. No caso de percevejos Varios estudos
demonstraram a potencialidade desta técnica para 0 monitoramento populacional (Borges
et al., 1998a, 1998b, 2011, Millar et al., 2002, Pires et al., 2006, Laumann et al., 2011). A
técnica de monitoramento com armadilhas de feroménio é especialmente atil para
identificar a infestacdo inicial das culturas e os picos populacionais, permitindo que as
aplicagbes de medidas de controle sejam realizadas no momento mais adequado
aumentando assim a sua eficiéncia (Borges et al., 2011). O uso de sinais vibratorios pode
ser um complemento ao uso de feroménios (Cokl & Millar, 2009). O desenvolvimento de
armadilhas com sinais quimicos (feroménios) e vibratérios pode originar uma ferramenta
mais eficaz ao controle da praga por conter todos os sinais utilizados pelos insetos

durante seu comportamento reprodutivo.

Chinavia ubica e Chinavia impicticornis possuem ampla distribuicdo em todo
Brasil e estdo associadas a plantas como soja (Glycine max L.) e feijdo (Phaseolus
vulgaris L.) (Schwertner & Grazia, 2007). Nestas plantas as duas espécies sobrevivem e
se reproduzem confirmando seu habito alimentar polifago (Schwertner & Grazia, 2007).
Segundo SILVA et al. (2015), os adultos de C. ubica e C. impicticornis possuem altas
taxas de longevidade e fecundidade, o que poderia permitir crescimentos explosivos das

populagdes nas culturas agricolas tornando-as pragas potenciais para a soja.

Atualmente o género Chinavia (Orian) contém 80 espécies descritas, distribuidas
nas Regides Afrotropical, Neartica e Neotropical, destas, 32 ocorrem no Brasil
(Schwertner & Grazia, 2006). Dentre elas, 18 espécies de Chinavia foram registradas
associadas a 55 espécies de plantas de 24 familias (Schwertner & Grazia, 2007). De modo
geral, as espécies do género Chinavia sdo polifagas e consideradas pragas secundarias,
porém, as areas cultivadas durante o ano todo, com a expansdo do sistema de semeadura
direta e da safrinha de milho, fornecem condicGes ideais para a sobrevivéncia de insetos
polifagos, cuja populagdo pode aumentar a ponto de causar danos significativos. Além
disso, seus danos somam-se aos das espécies principais (E. heros, N. viridula e P.

guildinii), agravando os prejuizos (Panizzi et al., 2013).

Assim como em outros pentatomideos, os machos de C. ubica e C. impicticornis
produzem o feroménio sexual (Blassioli-Moraes et al., 2012). O feroménio de ambas as

espécies possui 0os mesmos componentes (o- bisaboleno e trans-(Z)-(4S) bisaboleno
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epoxide), sendo que C. ubica possui um composto especifico a mais (cis-(Z2)-(4S)
bisaboleno epoxide) que o feromdnio emitido por C. impicticornis. Estes compostos
foram identificados também como componentes do feroménio sexual de outra espécie
filogeneticamente relacionada, Nezara viridula, (Baker et al., 1987), 0 que sugere que a
especificidade na comunicacdo quimica logra-se através de diferentes combinagdes e
proporcdes dos compostos nas misturas feromonais (Moraes et al., 2008).

Além da emissdo de feromonios, essas duas espécies apresentam comunicacao
vibracional (Lopes et al., 2006). Observou-se que, ap6s a fémea emitir sinais vibratorios,
0s machos coespecificos respondem com sinais especificos. Apos a formagéo de duetos o
macho se movimenta em direcdo a fémea e, uma vez em contato fisico os insetos se
tocam com as antenas e caso aceitem o parceiro o comportamento finaliza com a copula
(McBrien et al., 2005, Borges et al., 1987, Moraes et al., 2005, Moraes et al., 2013)

Estudos complementares sobre a comunicagdo vibracional das espécies praga
deste grupo em questdo sdo necessarios para entender seu comportamento e compreender
melhor todas as etapas da comunicagdo entre os individuos. Quanto mais refinada a
compreensdo do seu comportamento, havera maiores possibilidades de desenvolvimento
de métodos alternativos para manejo e controle destes insetos com 0s consequentes

beneficios ambientais, econdmicos e sociais.

Por exemplo, o uso de feromdnios para atracdo para armadilhas é uma técnica
amplamente utilizada para manejo de insetos praga. No caso de percevejos varios estudos
demonstraram a potencialidade desta técnica para 0 monitoramento populacional (Borges
et al., 1998a, 1998b, 2011, Millar et al., 2002, Pires et al., 2006, Laumann et al., 2011). A
técnica de monitoramento com armadilhas de feroménio é especialmente atil para
identificar a infestacdo inicial das culturas e os picos populacionais, permitindo que as
aplicagbes de medidas de controle sejam realizadas no momento mais adequado
aumentando assim a sua eficiéncia (Borges et al., 2011). O uso de sinais vibratorios pode
ser um complemento ao uso de feroménios (Cokl & Millar, 2009). O desenvolvimento de
armadilhas com sinais quimicos (feromonios) e vibratorios pode originar uma ferramenta
mais eficaz ao controle da praga por conter todos os sinais utilizados pelos insetos

durante seu comportamento reprodutivo.

No capitulo 1 deste trabalho sera abordado um estudo do comportamento
vibracional de Chinavia ubica e Chinavia impicticornis (Hemiptera: Pentatomidae)
avaliando a importancia das caracteristicas temporais de cada canto na comunicagdo nas

duas espécies, avaliou-se se variacBes na estrutura temporal dos sinais vibratdrios
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interferem na identificacdo e resposta das fémeas de cada espécie. No capitulo 2 avaliou-
se a composi¢do de hidrocarbonetos cuticulares de cada espécie e sexo visando
estabelecer possiveis diferencias que indiquem a relevancia destes compostos na

comunicagdo quimica e isolamento reprodutivo destas espécies.
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1. Capitulo 1

Resposta de machos de Chinavia ubica e Chinavia impicticornis
(Hemiptera: Pentatomidae) a alteracdes nos cantos naturais de
fémeas coespecificas.

1.1 Introducao

A comunicagdo medeia a maioria dos comportamentos em animais e €
determinante para a sua reprodugdio e sobrevivéncia (McGregor, 2005 in Zunic et al.,
2011). A comunicagdo pode ser definida como o intercdmbio de informagdo entre
individuos onde tanto o emissor quanto o receptor se beneficiam (em termos adaptativos)
com esta troca (Greenfield et al., 2002). Os sinais sdo modificagdes do ambiente fisico ou
quimico induzidas pelos sinalizadores (emissores) mediante comportamentos especificos
que sdo utilizados pelos receptores para obter informacdo a respeito da identidade,
condicdo fisiologica ou comportamental ou qualquer outra informacdo que o proprio
emissor tenha recebido e processado previamente (ex. localizagdo de uma fonte de
alimento) (Greenfield et al., 2002; Scott-Phillips, 2008). Nos insetos tém evoluido
complexos sistemas de comunicacdo mediante o uso de diferentes tipos de sinais, destes
0s mais conspicuos e estudados sdo sinais sonoros e sinais quimicos. Entretanto existem
outros tipos de sinais que por terem sido menos estudado ou por serem pouco evidentes

sao menos conhecidos, como os sinais vibratoérios.

A emissdo de sinais vibratorios através de substratos pelos insetos ja é conhecida
ha muito tempo (inicio da década de 1960). Posteriormente percebeu-se que esses sinais
poderiam ter uma importante fungdo desencadeando ou modulando comportamentos dos
insetos (Cokl & Virant-Doberlet, 2003) e se comprovou a universalidade deste tipo de

comunicagao.

A comunicagdo vibracional foi relatada em 14 das 31 Ordens conhecidas de
insetos (Virant-Doberlet & Cokl, 2004; Crocroft & Rodriguez, 2005). E estimado que 150
mil espécies descritas de insetos se comunicam exclusivamente por sinais vibracionais e
que talvez outras 45 mil espécies usem esse tipo de comunicacao juntamente com outros
métodos de sinalizacdo (Crocroft & Rodriguez, 2005). Estas vibragdes podem fornecer
informacdo de identidade especifica e outras informacGes como localizacdo espacial,
disponibilidade para a copula e informagdes envolvidas em interagdes sociais (Crocroft &

Rodriguez, 2003; Hill, 2009). A evolugdo da capacidade de gerar sinais mediante
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intrincados padrbes de vibracdo no substrato permitiu a comunicacdo com 0S
coespecificos, mediante sinais pouco conspicuos, 0 que teria a vantagem de manté-los

isolados de predadores e competidores (Hill, 2008 in Cocroft, 2011).

Entre os insetos que se comunicam através de sinais vibratorios encontram-se 0s
percevejos (Heteroptera: Pentatomidae). Neste grupo os sinais sdo produzidos pela
vibracdo dos primeiros escleritos abdominais, movimentados por musculos especiais.
Esta vibragdo se transmite através das patas, que atuam como “molas” (Cokl & Virant-
Doberlet, 2003), para propagar o sinal através das plantas (Michelsen et al., 1982). Os
sinais gerados por este mecanismo sdo de baixa frequéncia, na faixa de 50 a 200 Hz, com
a maior parte dos sinais ficando em torno de 100 Hz (Cokl & Virant-Doberlet, 2003).
Sinais emitidos nessa faixa de frequéncia estdo finamente relacionados com as
caracteristicas fisicas e mecanicas dos tecidos das plantas, o que facilita sua transmissdo a
distancia (Miklas et al., 2001; Cokl, 2008).

Através dos sinais vibratorios os percevejos recebem e enviam informacdes de
localizagdo, sexo do individuo e receptividade para a copula (Virant-Doberlet & Cokl,
2004). Por exemplo, o repertério de cangdes do percevejo verde, Nezara viridula,
consiste em sinais de chamamento, corte e rivalidade entre machos (Cokl et al., 2000a).
Cada cancdo tem parametros temporais como duragdo do trem de pulso, intervalo entre
trens de pulso, tempo de repeticédo e duty cycle ou ciclo de trabalho (Figura 1) e espectrais
como frequéncia dominante, amplitude de banda, presenca de harménicos (Figura 2)

especificos que permitem caracteriza-las e conferem especificidade (Cokl et al., 2000b).

Chinavia ubica e Chinavia impicticornis também utilizam a comunicacéo
vibracional durante as etapas da reproducdo, estes sinais possuem caracteristicas que
permitem diferenciar claramente os sinais emitidos por individuos, machos ou fémeas, de
cada espécie (Moraes et al., 2005; Laumann, R., Blassioli-Moraes, M.C., Borges, M.,
dados ndo publicados). Quando pares de fémea-macho heteroespecificos foram colocados
na arena, apenas 60% das fémeas emitiram a canc¢do de chamamento e menos da metade
dos machos responderam com a cangdo de acasalamento. Dentre esses pares que
responderam nenhum deles concluiu com a cépula (Laumann, R., Blassioli-Moraes,

M.C., Borges, M., dados ndo publicados).
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Figura 1: Caracteristicas temporais de um sinal vibracional de percevejos (adaptado de Cokl, 2008).
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Figura 2: Especro caracteristico de um sinal vibratério de percevejos mostrando 0s seus principais parametros
(Adaptado de Cokl, 2008).

Nestas espécies tanto machos quanto fémeas emitem dois tipos de sinais
vibratorios. O repertdrio se inicia com o canto de chamamento da fémea (identificado
como FS-1a; Figura 3 e 4) que serve para que o0 macho identifique o posicionamento da
fémea na planta e estimule a emissdo do canto inicial do macho (MS1). Apos a resposta
dos machos, a fémea muda seu canto para o canto FS-1b e se inicia uma etapa onde 0s
insetos cantam em dueto. Posteriormente quando os insetos estdo em contato fisico os

machos emitem o canto de acasalamento (MS2; Figura 3 e 4) que silencia a fémea e se
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inicia o ritual de acasalamento que finaliza com a cdpula (Figura 3) (Moraes et al., 2005,
Laumann, R., Blassioli-Moraes, M.C., Borges, M., dados ndo publicados). Verificou-se
que alguns parametros (temporais e espectrais) dos sinais vibratorios dos percevejos sao
mais significativos que outros, mas ainda ndo foram determinados quais desses
pardmetros contribuem para transmitir informacéo entre os individuos (Laumann, R.,

Blassioli-Moraes, M.C., Borges, M., dados ndo publicados).

O objetivo deste capitulo foi determinar se mudancas na composi¢do temporal do
canto da fémea que determina a formagdo do dueto (FS-1b) interferem no
reconhecimento e resposta dos machos. Desta maneira avaliar-se-a a hipdtese que:
variagbes nos padrGes temporais dos sinais vibratérios favorecem o isolamento

reprodutivo entre Chinavia ubica e Chinavia impicticornis.

Figura 3: Comportamento de corte em Pentatomidae. Sequéncia de comportamento de corte de Nezara
viridula. (Boges et al, 1987). 1: Aproximagdo do macho; 2, 3: Antenacdo; 4: Macho levanta o abdémen da
fémea; 5: Macho se direciona para a copula; 6,7: Cdpula; 8: Macho bate as asas.
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Figura 4: Repertorio de sinais de Chinavia impicticornis e Chinavia ubica identificado por Laumann, Moraes
e Borges (dados ndo publicados). FS-la: canto 1 da fémea (chamamento), FS-1b: canto 2 da fémea
(chamamento/dueto), MS-1: Canto 1 do macho (dueto), MS-2: canto 2 do macho, acasalamento/corte.
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1.2 Hipotese:

1. Variagdes nos padrBes temporais nos sinais vibratdrios favorecem o isolamento

reprodutivo entre Chinavia impicticornis e Chinavia ubica;

1.3 Material e métodos
1.3.1 Plantas e insetos

As colbnias de percevejos C. ubica e C. impicticornis, estabelecidas previamente
no Laboratério de Semioguimicos na Embrapa — Cenargen, foram mantidas com dieta
natural a base de sementes de girassol, gréos de soja, amendoim cru e vagem, na sala de
criacdo do laboratdrio. Ninfas e adultos foram mantidos em gaiolas separadas, em sala
climatizada (28°C e 60% UR) com fotoperiodo de 14hL:10h. Ap6s a ultima muda os
adultos foram separados por sexo e mantidos em gaiolas distintas em salas separadas e
climatizadas. Os adultos foram utilizados nos bioensaios quando completaram 10 dias de

idade adulta, quando atingem a maturidade sexual (Silva et al., 2015).

Os experimentos foram conduzidos em plantas de feijdo Phaseolus vulgaris. As
sementes foram plantadas em vasos de plastico de 10,5 cm de altura e 11 cm de diametro,
preenchidos de solo estéril, enriquecido com NPK 10:10:10, e substrato para crescimento
de plantas (Tropstrato HA Hortalicas) misturados em proporcfes iguais. Estes vasos
foram mantidos em casa de vegetacdo para germinagdo e crescimento, a temperatura de
27°C e fotoperiodo de 14 h de fotofase, quando necessario completo com iluminagédo

artificial.

Todas as plantas foram usadas em estagio vegetativo, com aproximadamente 15
dias. Neste estagio fenolégico as plantas de feijao sdo caracterizados por duas folhas

unifolioladas e dois trifélios e possuem de 15 a 20 cm de altura (Laumann et al., 2011).

1.3.2 Montagem dos sons artificiais

Os sinais vibratorios artificiais foram sintetizados utilizando a funcéo Synthesis
do programa Sound Forge 4.5 (Sonic Foundry Inc., Madison, Wisconsin, U.S.A.). Testes
iniciais foram realizados com os sons artificiais baseados na cancdo de chamamento
(FS1) de fémeas de Chinavia ubica e Chinavia impicticornis, porém, machos de ambas as
espécies ndo responderam aos estimulos artificiais nem a cangéo controle (cangéo original
de chamamento de ambas as espécies gravadas por Laumann, R., Blassioli-Moraes, M.C.,

Borges, M., dados ndo publicados). Dessa forma, os cantos de estimulo foram montados
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considerando as cancGes originais de dueto (FS2) de fémeas de Chinavia ubica e
Chinavia impicticornis. Para sintese dos estimulos foram criados sinais considerando a
frequéncia dominante do sinal de cada espécie e com as alteragdes das caracteristicas

temporais em relagdo as dos sinais naturalmente emitidos pelos insetos.

O trem de pulso do canto original de fémeas dessas duas espécies é caracterizado

por possuir o primeiro pulso mais longo seguido de pulsos adicionais curtos (Figura 4).

Baseado nessas caracteristicas (canto Fs-1b; Figura 4) os seguintes cantos

artificiais foram montados (Tabela 1; Figura5 A e B):

Sinal artificial 1 (SA1): com o tempo de duragdo do canto natural sem os pulsos

adicionais.

Sinal artificial 2 (SA2): com metade do tempo de duragdo do primeiro pulso com

0s pulsos adicionais possuindo tempo de durag&o original.

Sinal artificial 3 (SA3): com metade do tempo de duragdo do primeiro pulso sem

0s pulsos adicionais.

Sinal artificial 4 (SA4): com dobro do tempo de duracdo do primeiro pulso com

0s pulsos adicionais possuindo tempo de durag&o original.

Sinal artificial 5 (SA5): com o dobro do tempo de duragdo do primeiro pulso sem

0s pulsos adicionais.

Controle: canto natural de cada uma das espécies.

Tabela 1: Caracteristicas temporais dos sinais montados artificialmente

Tempo de Duragdo do Tempo de Duragéo dos Frequéncia

Canto Pirmeiro Pulso (ms)  Pulsos Adicionais (ms) Dominante (Hz)
SAl1C.u 1151 112
SA2C.u 5755 158 112
SA3C.u 5755 112
SA4C.u 2302 158 112
SA5C.u 2302 112
SA1C.i 1094 82
SA2 C.i 547 40 82
SA3C.i 547 82
SA4 C.i 2188 40 82

SA5C.i 2188 82
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Figura 5: Esquema de oscilogramas representando 0s cantos montados artificialmente para
Chinavia ubica (A) e Chinavia impicticornis (B). Natural (sinal emitido pelos insetos e registrado num alto
falante); Sinal Artificial 1 com o mesmo tempo de duragdo do canto natural sem os pulsos adicionais (SAL);
Sinal Artificial 2 com metade do tempo de duracdo do primeiro pulso com os pulsos adicionais (SA2); Sinal
Artificial 3 com metade do tempo de duragdo do primeiro pulso sem os pulsos adicionais (SA3); Sinal
Artificial 4 com dobro do tempo de duracdo do primeiro pulso com os pulsos adicionais (SA4); Sinal
Artificial 5 com o dobro do tempo de duragéo do primeiro pulso sem os pulsos adicionais (SA5).

1.3.3 Reproducao dos sinais e resposta dos machos.

Todos os experimentos foram conduzidos na Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia (Brasilia, DF, Brasil) em uma sala com isolamento acustico, as plantas
usadas para a transmissdo dos sinais foram colocadas sobre uma mesa a prova de choque
para diminuir o ruido ambiental. Observacgdes e gravacdes foram conduzidas entre 10:00-
18:00, quando a maior parte das atividades de acasalamento foram observadas em

experimentos preliminares.
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Os experimentos foram conduzidos em substratos naturais, plantas de feijdo, onde
machos de ambas as espécies foram colocados alternadamente e onde os sinais artificiais

e naturais foram reproduzidos para estimular os insetos.

Machos de cada espécie foram colocados nas plantas numa das folhas trifoliadas
e seu comportamento observado por um periodo de 20 minutos. Ao mesmo tempo em que
os machos foram colocados nas plantas os sinais de estimulo previamente descritos foram
reproduzidos em forma continua durante todo o periodo experimental. O desenho
experimental foi completamente aleatorizado (n= 20 machos avaliados para cada sinal
artificial e espécie) com alternancia dos sinais avaliados e dos machos de cada espécie.
Adicionalmente, para avaliar as condigdes fisioldgicas em cada dia de experimentacao, ou
seja, se 0s insetos respondiam normalmente aos sinais emitidos, um grupo de 3 a 5
machos de cada espécie foi avaliado com os sinais naturais das fémeas (sinais controle) e
posteriormente uma sub-amostra de 20 machos avaliados com este sinal foi selecionada
em forma aleatdria para as andlises estatisticas. Para retransmitir os sinais foi utilizado
um computador com placa de som externa (Creative, Sound Blaster X-fi 5.1 Pro) e o
software Sound Forge. A transmissdo dos sinais para as plantas foi realizada utilizando
um reprodutor eletromagnético de sinais vibratorios tipo “minishaker”, (Bruel&Kjaer,
Naerum, Denmark, Modelo 4810), conectado a placa de som. As vibracGes geradas no
"minishaker" foram transmitidas as plantas acoplando um alfinete entomolégico (Nro 2)
na superficie vibratdria do equipamento, sendo que uma das extremidades do alfinete foi
introduzida no caule da planta a aproximadamente 10 cm desde a superficie do solo

(Figuras 7).

Os sinais de resposta emitidos pelos machos foram registrados utilizando um
acelerémetro piezoelétrico (1000 mV/g; Briiel & Kjaer, type 4508), acoplado a planta na
regido do caule e a5 cm do ponto de emissdo dos sinais. Os sinais foram capturados pelo
acelerdbmetro digitalizados por uma placa de som externa (Edirol-Roland- 24bits-96 KHZ,
modelo UA-25EX) e armazenados num computador através do software Coll Edit Pro
(Syntrillium Software 2001, a 24-bit, 96-kHz, 100-dB relacdo sinal/ruido) e analisados
com o software Sound Forge 6 (Sonic Foundry Inc., Madison, WI). A gravacdo foi
iniciada assim que o inseto foi colocado na planta para ndo perder o primeiro sinal de
resposta. Caso o inseto ndo respondesse apds 10 minutos de experimentacdo era
substituido por outro e o bioensaio considerado sem resposta. A emissdo dos sinais foi

monitorada com fones de ouvido durante todo o periodo dos bioensaios.

Para as analises foram considerados proporcdo de machos respondendo a cada

sinal reproduzido; orientacdo a fonte de som, considerando como resposta positiva
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guando o macho se movimenta em direcdo ao caule com o alfinete inserido; tempo de
laténcia (segundos), considerando o tempo desde o inicio do experimento até a emissdo
do primeiro sinal pelos machos; duracdo do canto, tempo em segundos em que o0 macho
mantém a emissdo de sinais vibratdrios; propor¢do de trens de pulsos de resposta em
relacdo aos trens de pulsos de estimulo (sinais artificiais). Adicionalmente, para os
tratamentos onde ao menos dois machos responderam aos sinais retransmitidos foram
analisadas as caracteristicas dos sinais emitidos considerando: tempo de duracdo do trem
de pulsos (tempo em milissegundos desde o inicio até a finalizacdo do trem de pulsos);
tempo de repeticdo (intervalo em milissegundos desde inicio de um trem de pulsos até
inicio do seguinte trem de pulsos); e frequéncia dominante (frequéncia com maior

amplitude, em Hz).

25-30cm

Acelerdmetro

[ — 5cm Amplificador Computador

Computador Cool Edit Pro 4

Sound Forge 6 Mini shaker

10cm

Figura 6: Representagéo esquematica da montagem dos experimentos com reprodugéo de sinais vibratorios
utilizando um reprodutor eletromagnético (mini-shaker) e um acelerémetro para registro dos sinais emitidos
pelos insetos avaliados.

1.3.4 Analises Estatisticas

A relacdo entre respostas e orientagdo a sinais artificiais em relacdo aos sinais
naturais foi avaliada mediante o célculo da razdo de probabilidade (odd ratios) entre cada
tratamento e controle (sinal natural). Utilizando a metodologia descrita em Rumel (1986)
e Szumilas (2010) foram calculados as razdes de probabilidade e seus respectivos
intervalos de confianca (95%). As razfes de probabilidade e o 1C95% indicam a chance
de resposta aos sinais artificiais em relagdo aos sinais naturais e, se resultam < 1 indicam
probabilidade de resposta inferior em relacdo aos sinais naturais, = 1 indicam a mesma
resposta em relagdo aos sinais naturais, e > 1 indicam probabilidade de resposta superior

em relagdo aos sinais naturais.
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Para avaliar o tempo de laténcia e duracdo dos cantos dos machos em relacéo a
cada sinal artificial foram realizados anélises de variancia (ANOVA) e quando necessario
os valores médios entre os tratamentos foram comparados utilizando teste de Tukey,
previamente as andlises os dados foram avaliados para comprovar a distribuicdo normalr .
Os valores médios dos parametros temporais (duracdo do trem de pulsos e tempo de
repeticdo do trem de pulsos) e espectrais (FD) foram comparados utilizando uma analise
de modelos lineares mistos. No modelo foi incorporado o tratamento (tipo de sinal de
estimulo) e um fator aleatério (individuo). Para conduzir as anélises foi utilizado o pacote
Ime4 e os valore de probabilidade e intervalos de confianga foram calculados utilizando o
método de Monte Carlo via cadeia de Markov com 10000 aleatorizagdes. A significancia
entre os valores dos parametros obtidos em cada tratamento em relacdo ao tratamento
controle foram estabelecidos com um teste t. Para comparar a relagéo entre trem de pulsos
emitidos pelos machos em relagdo ao numero total de trem de pulsos de estimulo
emitidos (tratamentos) foi utilizado um modelo linear generalizado com distribuicéo
binomial de erros e tratamento (tipo de sinal de estimulo) como fator fixo. Todas as
analises foram executadas utilizando a plataforma R 2.14.2 (R Development Core Team,
2012).

1.4 Resultados

Quando analisada a resposta de ambas as espécies a sinais naturais e artificiais foi
observado que as mudangas nos padrGes temporais reduzem significativamente a
proporcdo de machos que responderam emitindo sinais vibratorios durante o periodo de
estimulacdo (Figura 8A e B). Em C. ubica a razdo de probabilidade da resposta a sinais
artificiais em relacdo aos sinais naturais foram em todos os casos significativamente
menores (Tabela 2), o mesmo foi observado para os machos de C. impicticornis com
excecdo do sinal SA5 C.i que resultou ndo significativamente diferente (Tabela 2). Um
padrdo similar de resposta foi encontrado para machos de ambas as espécies quando se
considerou orientacdo em relacdo a fonte de emissdo dos sinais de estimulo (Figura 8,
Tabela 2).
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Tabela 2: Razéo de probabilidades (Odd ratios) e 1C 95% para machos de C. ubica e C. impicticornis em
resposta a sinais artificiais de fémeas de cada espécie (FS1b) em relagdo aos sinais naturais.

Tratamento Resposta Alragao
C. ubica
SA3C.u NA (0,0?2?529)
SA2C.u (0,0%2_107, 17) (0,0%2-6529)
SA5C.u (0,0%2_107, 17) (0,0%;-007,46)
SA4C.u NA (0,0?2?529)
SA1C. (0’08602??6,05) (0,08’1032:?),13)
C.impicticornis
SASC (o,ooféo-1 ?3,21089) "
SA2C.i (o,oo(())éo-()?fO?G?) (o,o(())éo-l ?)?219)
. 0,037
SA5C.i (0102(1’2:121,053) (0,0063 - 0,219)
SA4C.i (0,00%3?95 ?)766) (0,00(:&(3)2-73172)
SALCi 0,0059 NA

(0,00049 - 0,0481)

Considerando o tempo de laténcia (tempo transcorrido desde o inicio do
experimento até 0 momento em que o macho iniciou a resposta aos sinais de estimulo
emitindo sinais vibratorios) e duracdo do canto (tempo em que o macho se manteve
emitindo sinais vibratérios desde o momento em que emitiu o primeiro sinal) foi
observado que machos de C. ubica demoraram significativamente mais tempo para
responder aos sinais artificiais quando o pulso principal tinha duracdo dupla (SA5 C.u)
em relacéo a duracdo do pulso natural (Anova, F,, = 4,18 P = 0,03 e teste de Tukey P <
0.05) (Figura 9A). Da mesma forma ao considerar a durac¢do do canto foi observado que
0s sinais naturais estimulam os machos de C. ubica a manter a emissdo de sinais
vibratorios por um periodo de tempo maior (Anova F,.s = 48.8 P < 0.001 e teste de
Tukey P < 0.05) (Figura 9A). Ja em C. impicticornis o tempo de laténcia ndo foi
significativamente diferente entre os tratamentos e o controle (Fs4,=1,106 P=0,372) e 0s
sinais artificiais ndo estimularam os machos a emitir sinais por um periodo maior de
tempo (F440=1,617 P=0,189) (Figura 9B).

Para avaliar se os cantos dos machos variam em relacdo aos cantos de fémeas

alterados em relagdo ao canto natural foram considerados diferentes parametros temporais
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e espectrais. Machos de C. ubica mostraram variacGes nos tempos de repeticdo e numero
de pulsos emitidos em relacdo ao nimero de pulsos artificiais utilizados como estimulo.
No caso de tempo de repeti¢do os machos estimulados com sinais artificiais com duragéo
de pulso principal reduzido & metade (SA2 C.u) e com duragdo do pulso principal
duplicado (SA5 C.u) em relacdo ao sinal natural mostraram tempos de repeticdo dos trens
de pulsos maiores em relagdo aos emitidos em resposta aos sinais naturais (SA2 C.u t=
2.75 P =0.006 e SA5 C.u t= 3.07 P = 0.002) (FiguralOA). Quando considerada a relacdo
entre numero de trem de pulsos emitidos pelos machos e nimero de trem de pulsos
artificiais utilizados para estimuld-los foi observado que os machos de C. ubica
aumentaram o nimero de pulsos emitidos quando o sinal de estimulo foi o sinal artificial
com duracdo de pulso principal duplicado (SA5 C.u) em relacéo ao sinal natural (z= 3.39
P < 0.001) e diminuiram o numero de pulsos emitidos quando o sinal de estimulo foi o
sinal artificial com duracdo de pulso reduzido a metade (SA2 C.u) em relacdo ao sinal
natural (z= 7.19 P < 0.001) (Figura 10A).

J& machos de C. impicticornis mostraram variagdes tanto nos parametros
temporais gquanto nos parametros espectrais analisados. Os machos estimulados com
sinais artificiais com a duracdo do pulso principal reduzido a metade sem os pulsos
adicionais (SA3 C.i t = 3,07 P = 0,002), sinais artificiais com tempo de duracéo reduzido
a metade com os pulsos adicionais (SA2 C.i t = 3,05 P = 0,002) e com o dobro da duragao
do pulso principal com os pulsos adicionais (SA4 C.i t = 2,64 P = 0,008) mostraram
duracdo do trem de pulso menores em relagdo aos sinais naturais (Figura 10B).
Mostraram maiores tempos de repeticdo ao serem estimulados com sinais artificiais com
duracdo do pulso principal dobrada sem os pulsos adicionais (SA5 C.it=3,36 P=0,8) e
sinais artificiais com mesma duracéo do sinal natural sem os pulsos adicionais (SA1 C.i t
= 2,65 P = 0,008) (Figura 10B). Os machos de C. impicticornis mostraram menor
frequéncia dominante quando estimulados com sinais artificiais em que a duragdo do
pulso principal foi reduzida a metade sem os pulsos adicionais (SA3 C.it=211P =
0,03), dobro da duracdo do pulso principal com os pulsos adicionais (SA4 C.it=2,97P =
0,03) e duragdo do pulso principal dobrada sem os pulsos adicionais (SA5 C.i t = 7,16
P=0,000) em relacdo ao sinal natural. Além disso, quando considerada a relagdo entre
namero de trem de pulsos emitidos pelos machos e nimero de trem de pulsos artificiais
utilizados para estimulé-los foi observado que os machos de C. impicticornis diminuiram
significativamente nimero de pulsos emitidos quando os sinais de estimulo foram os
sinais artificiais com a duracdo do pulso principal reduzido a metade sem os pulsos
adicionais (SA3 C.i t = 0,000135 P < 0,02 ) e sinais artificiais com mesma duracdo do
sinal natural sem os pulsos adicionais (SA1 C.it=0,05P <0,01) (Figura 10B).
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1.5 Discussao

Os resultados indicam que alteracfes temporais nos cantos das fémeas diminuem
a capacidade de reconhecimento e de emissdo de sinais de resposta pelo macho
coespecifico. Quando os machos de ambas as espécies foram estimulados com sinais
naturais caracteristicos das fémeas de cada espécie, mostraram respostas estereotipadas
com emissdo do sinal de chamamento (MS-1), caracterizado por um trem de pulsos com
padrfes temporais e espectrais caracteristicos e bem conservados. Desta maneira 0s
resultados obtidos sugerem que os parametros temporais dos sinais vibratorios de ambas
as espécies sdo determinantes para estabelecer e manter a comunicagdo intraespecifica e

contribuem decisivamente para o sucesso reprodutivo dos individuos.

Os parametros temporais dos sinais vibratorios sdo especificos tanto para espécie
e sexo em diferentes espécies de percevejos (Cokl & Virant-Doberlet, 2003, Moraes et
al., 2005, Cokl, 2008), inclusive nas espécies de Chinavia estudadas (Laumann, R.A.,
Blassioli-Moraes, M.C., e Borges, M., dados ndo publicados). E possivel inferir que os
pulsos adicionais ndo estimulam machos de C. ubica, uma vez que os dois estimulos para
0s quais os machos emitiram sinais vibracionais (SA2 C.u e SA5 C.u) possuem
aproximadamente o mesmo tempo total de duracdo do trem de pulso entre si e,
consequentemente, tempo de repeticdo. Dessa forma, os machos desta espécie mostraram
responder melhor para sinais artificiais com duragdo do trem de pulso mais longa. Este
resultado coincide com o observado para machos do percevejo verde, Nezara viridula,
que também apresentam resposta reduzida quando estimulados por sinais artificiais com
caracteristicas espectrais alteradas (Zunik et al., 2011). Neste caso especifico foi
demonstrado que a diminuicdo da duracdo dos pardmetros temporais tem efeitos
inibitérios maiores que o aumento na duracdo dos mesmos e em ambos 0s casos a
resposta dos machos desta espécie é reduzida em relagdo aos sinais naturais (Zunik et al.,
2011; Groot et al., 2011). Isso esta de acordo com Cokl et al. (1978), que sugerem que a
reducdo da resposta aos sinais de curta duracdo pode ser explicado pela semelhanca com

a cancgdo de chamamento do macho coespecifico.

Os machos de C. ubica também mostraram maiores tempos de repeti¢do dos trens
de pulsos quando estimulados com esses mesmos tratamentos e também aumentaram o
nimero de pulsos emitidos quando o sinal de estimulo foi SA5 C.u e diminuiram o
namero de pulsos emitidos quando o sinal de estimulo foi SA2C.u. Isso sugere que 0s
machos de C. ubica podem adaptar, dentro de certos limites, a emissdo de sinais
vibratorios em relagdo as caracteristicas temporais dos cantos das fémeas. Observacdes

anteriores em Nezara viridula também tém indicado que os machos sdo capazes de
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distinguir entre cancbes de chamamento de coespecifico e heteroespecifico que diferem
nos pardmetros temporais (duragio e tempo de repetigao) (Cokl et al., 1978; Miklas et al.,
2001, 2003a; Hrabar et al., 2004).

Sinais de chamamento de machos de C.ubica e C.impicticornis possuem duracao
do trem de pulso menor que das fémeas coespecificas (Laumann et al., dados nédo
publicados) o que também é caracteristico para outras espécies de percevejos estudadas
como Palomena prassina (Linnaeus, 1761), P. viridissima (Poda 1761), Acrosternum
hilare, Nezara antennata, (Scott, 1974) (Cokl et al., 1978, 2001; Kon et al., 1988),
Tyantha pallidovirens, (Stal, 1862), T. custator Accera (McAtee, 1919) (Hrabar et al.,
2004), Chlorochroa uhleri (Stal, 1872) (Bagwell et al., 2008), C. impicticornis,
Euschistus heros, Piezodorus guildinii e Thyanta perditor (Moraes et al., 2005).

Os sinais artificiais com trem de pulsos menores, avaliados neste trabalho, podem
ser identificados pelos machos como sinais de machos competidores e isto pode explicar
a resposta reduzida a estes sinais. Por outro lado, a maior tolerancia a sinais com tempos
de duracdo maior, segundo Zunik et al., (2011), pode estar relacionada as propriedades
resonantes das plantas que originam ecos durante a transmissdo dos sinais que geralmente
tem como consequéncia a extensdo da duracdo dos sinais (Michelsen et al., 1982; Miklas
et al., 2001).

Machos de C. impicticonis ndo mostraram diferenca nos tempos de laténcia e
duracéo do canto em relagdo ao sinal natural, sugerindo que ndo percebem as diferengas
nos sinais assim que comega a emissdo. A baixa preferencia para o canto de dueto pode
ser explicada pelas caracteristicas temporais (Cokl et al., 2000; Zunik et al., 2011). Em
contrapartida, ap0s comegarem a responder passaram a reconhecer 0s sinais, uma vez que
mostraram diferengas nos parametros temporais em resposta a alguns sinais artificiais,
apresentando duragdo de trens de pulso menores quando estimulados com SA3 C.i
(metade da duracdo do pulso sem os pulsos adicionais), SA2 C.i (metade da duracdo do
pulso com os pulsos adicionais) e SA4 C.i (dobro da duracdo do pulso com os pulsos
adicionais), em relagdo ao sinal natural, mostrando ndo discriminar entre os estimulos de
encurtamento e prolongamento dos sinais. Dessa forma, os machos de C. impicticornis
parecem ser altamente seletivos em relacdo aos pardmetros temporais dos sinais
vibratorios de fémeas da propria espécie, enquanto que os machos de C.ubica mostraram

respostas especificas conforme o tempo de duracédo dos sinais.

Os machos de C. impicticornis mostraram tempos de repeticdo maiores quando

estimulados SA1 C.i (mesma duracdo do pulso natural sem os pulsos adicionais) e SA5
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C.i (dobro da duracdo do pulso sem os pulsos adicionais), além de terem diminuido
significativamente o numero de pulsos emitidos em relagdo aos pulsos artificiais quando
os sinais de estimulo foram SA3 C.i e SAL C.i. Mostrando, assim como em C. ubica, que
0 padrdo de resposta pode adaptar-se as caracteristicas temporais dos sinais de estimulo
(Cokl et al., 1978; Miklas et al., 2001, 2003a; Hrabar et al., 2004).

Também foram encontradas diferencas no tempo de laténcia entre as cancdes de
machos e fémeas de Homalodisca liturata (Ball, 1901) e Graphocephala atropunctata
(Signoret, 1854) (Percy et al., 2008). Diferengas na estrutura das cangdes de corte de
machos de espécies do género Tibicina spp. (Homoptera: Cicadidae) agem como um
sistema de reconhecimento durante o comportamento de acasalamento (Sueur & Aubin,
2004). Segundo Rodriguez-Loeches et al. (2009) machos e fémeas de Phoenicoprocta
capistrata (Fabricius 1775) (Lepidoptera: Arctiidae) apresentam diferencas nos tempos de
trens de pulsos, sendo os machos que possuem trens de pulsos mais longos. Sueur &
Aubin (2006) mostraram que baratas da espécie Elliptorhina chopardi (Lefeuvre, 1966)
apresentam um sistema complexo de comunicacdo através do substrato e também do ar,
com os machos produzindo trés tipos diferentes de sinais com pardmetros temporais e de
frequéncia distintos. Os cantos de machos e fémeas de Karoophasma biedouwensis
(Klass, 2003) foram caracterizados por Eberhard & Picker (2008) e mostraram que as
diferencas entre as cangdes de machos e fémeas estdo nas caracteristicas temporais, as
fémeas apresentam pulsos individuais repetidos, em quanto os machos apresentam

cangOes mais complexas com trens de pulsos que se repetem.

Assim como mostrado previamente para o percevejo verde N. viridula, 0s
resultados deste trabalho indicam que machos de C. ubica e C. impicticornis sdo capazes
de distinguir e responder seletivamente aos sinais das fémeas coespecificas. Esta resposta
seletiva assegura o isolamento reprodutivo entre as espécies e € complementar a
seletividade observada para fémeas de ambas as espécies na resposta aos feroménios
sexuais (Blassioli-Moraes et al., 2013). Desta maneira a preferéncia na resposta tanto a
sinais vibratorios quanto a sinais quimicos suporta a hipétese que a especificidade destas
respostas € um fator condicionante da evolugdo dos sinais em percevejos (Zunik , et al.,
2011).

Trabalhos futuros devem ser orientados a estabelecer a especificidade das
respostas das fémeas aos sinais dos machos e a funcao bioldgica especifica de cada tipo

de sinal.
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2. Capitulo 2

Identificacdo e comparacao de hidrocarbonetos cuticulares
presentes em Chinavia ubica e Chinavia impicticornis (Hemiptera:
Pentatomidae).

2.1 Introducao

Os hidrocarbonetos cuticulares sdo compostos comuns encontrados na cuticula
dos insetos e seu papel principal é a protecdo contra dissecacdo (Blomquist & Bagneres,
2010). Entretanto, nas Gltimas décadas, estudos vém demonstrando que, devido a sua
complexidade estrutural e diversidade, sua fungdo é estendida a comunicagdo quimica,
servindo como feroménio sexual, cairoménios, mimetismo quimico, reconhecimento de
membros de um ninho, e pista de reconhecimento de espécies, género e fertilidade
(Blomquist & Bagneres, 2010).

Os hidrocarbonetos cuticulares dos insetos sdo compostos apolares que
apresentam carbono e hidrogénio em sua estrutura e podem ocorrer como uma mistura
complexa de hidrocarbonetos saturados (n-alcanos), hidrocarbonetos insaturados
(olefinas) e hidrocarbonetos ramificados (metil-alcanos) (Lockey, 1988, Blomquist &
Bagnéres, 2010). Vérios estudos com ampla diversidade de espécies de insetos tém
estabelecido que o principal local de biossintese de hidrocarbonetos sdo as células dos
corpos gordurosos, 0s endcitos (Lockey, 1988; Blomquist & Bagneéres, 2010). A
localizagdo anatdémica dessas células varia entre as espécies de insetos e 0s estagios de

desenvolvimento (Blomquist & Bagneres, 2010).

O perfil de hidrocarbonetos tende a ser espécie especifico (Howard, 1993 in
Howard & Blomquist, 2005), até mesmo entre espécies de um mesmo grupo, como em
Drosophila (Jallon & David, 1987) e espécies de Sarcophagidae (Braga et al., 2013), e
também desempenham papel importante oferecendo informagfes sobre sexo, como
demonstrado para moscas tsé-tsé e besouros cerambicideos (Nelson, et al., 1986; Jallon &
David, 1987; Ginzel et al., 2003), podendo também estimular o comportamento

copulatério em machos da mosca Phormia regina (Stoffolano et al., 1997).

O mimetismo quimico é demonstrado por Bagneéres et al. (1996) em seu trabalho
com vespas parasitas. Uma rainha fecundada do parasita Polistes atrimandibularis

(Zimmermann, 1930) ap6s invadir um ninho passa a produzir o perfil de hidrocarbonetos
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do hospedeiro, Polistes biglumis bimaculatus (Christ, 1791). Apo6s a eclosdo dos
soldados, hospedeiros e parasita possuem o mesmo perfil quimico cuticular e a prole do
invasor eclode com um perfil quimico intermediario entre progenitora e membros da

coldnia invadida.

Em insetos sociais a composicdo quimica da cuticula é importante no
reconhecimento de espécie, sexo e membros da mesma coldnia (Howard et al., 1982;
Peeters et al, 1999; Dietemann et al., 2003; Lucas et al., 2004; Wilgenburg et al., 2013).
Além disso, o perfil de hidrocarbonetos cuticulares pode ser usado para identificar
espécies cripticas, como demonstrado em Macrolophus pygmaeus (Rambur, 1939) e
Macrolophus melanotoma (Costa, 1853) (Gemeno et al., 2012). E também podem
desempenhar papel importante na entomologia forense, mostrando ser uma ferramenta
taxondmica eficiente, especialmente quando s6 algumas partes dos espécimes estdo
disponiveis (Braga et al., 2013). Em muitos himendpteros sociais individuos receptivos
para reproducdo diferem em seu perfil quimico cuticular dos individuos ndo ativos

reprodutivamente (Blomquist & Bagnéres, 2010).

Além das fungdes anteriormente citadas tem sido demonstrado que o feromonio
de algumas familias de lepiddpteros, como no caso das familias Geometridae, Noctuidae,
Arctiidae, e Lymantriidae, é derivado de hidrocarbonetos insaturados de cadeia longa

presente na hemolinfa, (Jurenka & Subchev, 2000; Bergmann et al., 2009).

No caso de percevejos (Pentatomidae) existe ainda pouca informacdo em relacéo
aos hidrocarbonetos cuticulares e sua funcdo tanto na protecdo dos individuos quanto na
comunicacdo. O perfil quimico da cuticula dos percevejos pode apresentar diferencas
tanto entre espécies quanto entre machos e fémeas e até mesmo nos diferentes estagios de
desenvolvimento (de Pasquale et al., 2007; Jackson, 1983). As diferencas entre género e
espécie podem ainda ser utilizadas por parasitoides de ovos de percevejo verde, Nezara

viridula, como pista de localizacdo do hospedeiro (Colazza et al., 2007).

N&o ha nenhum estudo sobre a composicdo quimica da cuticula em Chinavia
ubica e Chinavia impicticornis. Laumann et al. (dados ndo publicados) observaram que a
etapa de antenacdo (Borges et al,. 1987) do comportamento de corte desses insetos pode
ser importante para o reconhecimento entre individuos. Este comportamento pode estar
relacionado a hidrocarbonetos cuticulares j& que durante a antenacdo o0s receptores

quimicos das antenas destes insetos estdo em contato direto com a cuticula.

Com isso, o objetivo deste capitulo foi comparar o perfil de hidrocarbonetos

cuticulares de Chinavia ubica e Chinavia impicticornis. Desta maneira avaliar-se-4 a
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hipétese que: ha diferenca na composicdo quimica da cuticula (hidrocarbonetos) entre as
espécies Chinavia impicticornis e Chinavia ubica e entre sexo dos individuos. Assim este
trabalho visa iniciar a compreensdo da possivel funcdo de hidrocarbonetos cuticulares no
comportamento reprodutivo de percevejos ja que diferencas na composi¢do dos
hidrocarbonetos cuticulares podem atuar como sinais para reconhecimento especifico e de

Sexo entre as espécies.
2.2 Hipotese:

H& diferenca na composicdo quimica da cuticula (hidrocarbonetos) entre as

espécies Chinavia impicticornis e Chinavia ubica.

2.3 Material e Métodos

2.3.1 Insetos

Os insetos utilizados foram criados na Embrapa Cenargen conforme descrito no
Capitulo 1 desta dissertacdo. Para a extracdo dos hidrocarbonetos foram utilizados
machos e fémeas de Chinavia ubica e Chinavia impicticornis com 10 dias de idade
adulta. Os insetos foram mantidos separados em grupos por sexo em gaiolas plasticas que

eram limpas trés vezes por semana, para evitar acuimulo de sujeira e contaminacao.

2.3.2 Extracao de Hidrocarbonetos Cuticulares

Vérias metodologias foram testadas antes que uma fosse estabelecida.

Metodologia 1: Um a um os machos e fémeas de C.ubica e C.impicticornis foram
colocados em freezer a -20°C por 10 minutos a fim de serem adormecidos. Logo apds
foram mergulhados individualmente por inteiro em um vial com capacidade de 5 mL
contendo 2 mL de hexano bidestilado por 5 minutos. Cada amostra continha apenas 1
inseto. Foram feitas 10 repeticGes de cada amostra: machos de C.ubica , fémeas de

C.ubica , machos de C.impicticornis e fémeas de C.impicticornis.

Metodologia 2: Machos e fémeas de C.ubica e C.impicticornis foram
adormecidos em fluxo de CO, e posteriormente colocados em freezer -20°C por cerca de
1 hora. Com auxilio de lupa binocular, cada inseto foi dissecado, tendo o pronoto
extraido. Cada pronoto teve a parte interna levemente raspada com pinca e lavada com
agua destilada a fim de extrair restos de tecido (adaptado de Colazza et al., 2007). Um
total de 20 pronotos de cada espécie e sexo foi inserido em um vial de capacidade de 5

mL contendo 2 mL de hexano bidestilado, ficando mergulhados por 5 minutos (adaptado
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de Colazza et al., 2007). Foram feitas 5 repeticdes de cada amostra: machos de C.ubica ,

fémeas de C.ubica , machos de C.impicticornis e fémeas de C.impicticornis.

Metodologia 3: O mesmo método anterior de extracdo foi praticado, porém os
pronotos permaneceram mergulhados em hexano por 2 horas em banho Maria a 30°C
(Colazza et al., 2007).

Os extratos obtidos com estas 3 metodologias foram pré-concentradas a 100 uL
em fluxo de N,. Um pL de cada amostra foi injetado em cromatografo gasoso (CG)
(Agilent 7890, coluna apolar DB-5). Os cromatogramas obtidos das amostras extraidas
pelos métodos acima descritos mostraram contaminacdo com aldeidos, alcanos e outros
componentes das glandulas metatoraxicas, assim com lipideos. Além disto, as analises
cromatograficas mostraram baixa eficiéncia para extracdo dos hidrocarbonetos e grande

variabilidade entre as amostras.

Levando em consideracdo estes resultados, uma nova metodologia foi

desenvolvida com modificacdo a partir das descritas anteriormente.

Metodologia 4: Os insetos foram adormecidos em fluxo de CO; e congelados, em
frascos de vidro, em freezer a -20°C, dessa maneira evitou-se que 0S percevejos
liberassem feromonio de alarme durante o manuseio, contaminando a amostra. Os insetos
foram manuseados com uma pinca entomolégica, lavada com alcool 70% e mantida em
estufa a 60°C. Um a um o pronoto e escutelo de cada inseto foi levemente esfregado com
um cotonete hospitalar esterilizado (Absorve — Swab para coleta de amostras estéril N°
23007) o qual era mergulhado previamente em n-hexano bidestilado. Apds esfregar cada
inseto o cotonete foi mergulhado num vial de 5 mL contendo 2 mL de n-hexano
bidestilado, foi utilizados um cotonete a cada 5 insetos. Para evitar contaminagdo das
amostras somente a capsula de algoddo do cotonete foi mergulhada no solvente. Foram
utilizados 20 insetos para cada amostra, totalizando 5 repeticGes de cada amostra: Machos
de C. ubica, Fémeas de C. ubica, Machos de C. impicticornis, Fémeas de C.

impicticornis.

As amostras foram purificadas em colunas de silica gel. As colunas foram
montadas em pipeta Pasteur de vidro, com I1& de vidro em um das extremidades e
preenchida com 500 mg de silica gel (Sigma Aldrich -230 mesh). A coluna de silica foi
condicionada com trés lavagens em sequéncia de 3 mL de hexano, seguido de trés
lavagens com éter etilico e mais 5mL de hexano. O extrato contendo os hidrocarbonetos
cuticulares foi colocado na silica gel cuidadosamente e foi eluido da coluna com 3 mL de

n-hexano biestilado. Foi feita uma coluna para cada amostra. Os hidrocarbonetos eluidos
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da coluna de silica gel foram pré-concentrados sob nitrogénio para um volume final de
100 pL. Para quantificacdo dos compostos as amostras foram pré-concentradas em fluxo
de N, a 50 pL e 2 pL de uma solucéo de etil esterato (0,0305 mg/mL) foram adicionados
as amostras como padrao interno (P1). Posteriormente o volume foi corrigido novamente
para 50 uL. Para a quantificagdo a area do PI, com valor de massa do composto injetado
no cromatdgrafo conhecido (1,22 ng), foi comparada as areas de cada composto mediante
calculo de regra de trés simples. Os valores calculados para cada composto em cada
amostra foram expressos como ng/inseto. As amostras foram analisadas em cromatografo
gasoso (CG) (Agilent 7890, coluna apolar DB-5, 0,32 mm de didmeto x 60 m de
comprimento, filme 1,0 um, Supelco, Bellefonte, PA, EUA), com detector de ionizagdo
por chama (DIC) a 300°C e um programa na temperatura 50°C/2 min, 5°C/min até
200°C/32, mantendo a temperatura por 1 min e 10°C/min até 280°C/ mantendo a
temperatura por 30min . Um microlitro de cada amostra foi injetado com Nitrogénio
utilizado como gas de arraste. Para quantificacdo a area de cada composto foi comparada
com a area do PI, para a qual o valor de massa injetado no equipamento foi conhecido

(1,22 ng), considerando fator de resposta = 1 em relagdo ao PI para todos 0s compostos.

A identificagdo dos compostos foi obtida por analise em cromatografo gasoso
(CG) acoplado a um espectrometro de massas (CG Agilent GC7890A acoplado a um
espectrébmetro de massas Agilent 5975 MSD com analizador quadrupolar, coluna DB-5
(30 m x 0.25 mm ID, 0.25um, J&W Scientific, Folsom, CA, USA, ioniza¢do por impacto
de elétrons, 70-eV,). Os dados foram coletado e analisados utilizando o software MSD
ChemSation Software (Agilent, USA). O padrdo de fragmentacdo dos compostos foi
comparado com os de dados catalogados em bibliotecas espectrais (NIST),e comparado
com o padrdo de fragmentacdo e do calculo do indice de retencdo (IR) com os de padrdes
auténticos. Para isto uma mistura de padrdes de Alcanos (C9-C40, Supelco - USA) foi

injetada, nas mesmas condigdes descritas anteriormente.

2.3.3 Analises estatisticas

Para avaliar se a quantidade total de hidrocarbonetos varia entre espécie e sexo
foi realizado uma analise de variancia (ANOVA) onde foram considerados os valores
totais de hidrocarbonetos de acordo com espécie e sexo. Para verificar se existe relacdo
entre os compostos identificados e as espécies de estudo foi realizada uma anélise
multivariada incorporando cada composto como uma variavel e espécie e sexo como
fator, a significAncia foi avaliada com um teste F (teste Pillai). Posteriormente foi
realizada uma anélise de variaveis canodnicas (CVA) para determinar que compostos

contribuem em maior medida para a separagdo dos tratamentos. Esta analise considera
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uma combinacdo linear das variaveis para n dimensdes (n= ndmero de variaveis), que
para simplificar normalmente se apresentam em graficos das dimensdes que carregam a
maior parte da variabilidade observada (normalmente duas ou trés dimensdes). Os
coeficientes estimados para cada variavel sdo apresentados como vetores num gréfico de
duas dimensdes e aqueles com maiores valores revelam as varidveis com maior
relevancia para separar os diferentes niveis do fator, neste caso espécie-sexo. No gréfico
também esté representado a posi¢do de cada individuo considerado na anélise em relagéo
as variaveis calculadas. Para conduzir as analises multivariadas os dados (quantidade de
cada composto) foram transformados como log x.

2.4 Resultados

Foram identificados 14 compostos nos extratos de machos e fémeas de ambas as
espécies com padrdo de fragmentacdo tipico de hidrocarbonetos lineares. Em relagdo a
composicdo qualitativa ndo foram identificadas diferengas entre as amostras dos
individuos considerando espécies e sexo (Figuras 11 e 12; Tabela 3).

Ao comparar as quantidades totais dos compostos encontrados foi observado que
0s hidrocarbonetos ndo variam em quantidade entre machos e fémeas nem entre as
espécies analisadas (Fs15 = 1,30 P = 0,31) (Figura 13). Da mesma maneira a analise
multivariada ndo mostrou diferenca significativa para a distribuicdo dos compostos entre
espécie e sexo (Fip4 = 1,58 P = 0,20), entretanto a representacdo grafica da analise de
variaveis canfnicas mostrou uma clara separacao entre os individuos por espécie e sexo.
As primeiras duas varidveis candnicas explicam a maior parte da variabilidade observada
(95,7%) pelo que somente estas duas varidveis foram consideradas e representadas
graficamente (Figura 14). A analise sugere que os extratos de fémeas de C. ubica foram
caracterizados pelos compostos tritiacontanto e nonadecano e os extratos de machos de C.

ubica pelos compostos docosano e eicosano (Figura 13, Tabela 3).
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Tabela 3 Hidrocarbonetos identificados em amostras de fémeas e machos C. ubica e C. impicticornis. Com seus respectivos tempos de retencéo e quantidades representados. Quantidade média
(M £DP), em ng/inseto, de cada amostra contendo 20 individuos. A identificacdo dos compostos foi obtida por analise em cromatografo gasoso (CG) acoplado a um espectrdmetro de massas em

coluna DB-5.
N® Tempo de retencdo Quantidade (ng/inseto)
composto Hidrocarboneto .
(min) - —— -
C.ubica C.impicticornis
? J ? J

1 nC19 Nonadecano 3177 0.009 + 0.009 0.003 + 0.004 0.006 + 0.005 0.002 + 0.003
2 nC20 Eicosano 33.56 0.088 +0.155 0.011 +0.003 0.011 +0.009 0.009 + 0.007
3 nC21 Heneicosano 34.97 0.040 + 0.052 0.010 £ 0.010 0.009 + 0.009 0.007 +0.004
4 nC22 Docosano 36.18 0.058 + 0.067 0.075 £ 0.122 0.021 +0.016 0.023 +0.012
5 nC23 Tricosano 37.24 0.145 + 0.197 0.032 +0.025 0.032 +0.026 0.037 +0.027
6 nC24 Tetracosano 38.19 0.253 + 0.259 0.124 + 0.122 0.084 + 0.055 0.114 +0.112
7 nC25 Pentacosano 39.08 0.426 + 0.455 0.142 + 0.117 0.117 £ 0.105 0.152 +0.101
8 nC27 Heptacosano 40.7 0.631 + 0.607 0.214 +0.230 0.203 £ 0.194 0.264 +0.181
9 nC28 Octacosano 41.61 0.561 + 0.525 0.240 +0.182 0.210 +0.187 0.255 + 0.169
10 nC29 Nonacosano 42.68 0.543 +0.483 0.251 +0.204 0.281 +0.228 0.314 +0.220
11 nC30 Triacontano 43.96 0.362 +0.320 0.163 +0.115 0.174 +0.157 0.195 +0.131
12 nC31l Hentriacontano 45.49 0.397 £ 0.321 0.196 +0.196 0.222 +0.178 0.223 + 0.166
13 nC32 Dotriacontano 47.39 0.151 +0.138 0.073 £ 0.054 0.069 + 0.074 0.081 + 0.055
14 nC33 Tritriacontano 49.72 0.182 +0.221 0.042 + 0.056 0.049 + 0.046 0.044 +0.039
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Figura 10: Cromatograma representativo obtido a partir de amostras de extratos cuticulares de 20 fémeas e
machos de C. ubica.
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Figura 11: Cromatégrama representativo obtido a partir de amostras de extratos cuticulares de 20 fémeas e
machos de C. impicticornis.
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Hidrocarbonetos totais (ng/inseto)
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Figura 12: Quantidade total de hidrocarbonetos cuticulares em ng por inseto obtidas em amostras de pronoto e
escutelo de fémeas e machos C.ubica e C.impicticornis. As barras indicam o erro padrdo.
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Figura 13: Analise de varidveis candnicas (CVA) considerando fémeas e machos de C. ubica e C.
impicticornis como fator e os hidrocarbonetos cuticulares identificados em amostras de ambas as espécies-
sexo. Os circulos representam os "scores" individuais para cada amostra (20 individuos de cada espécie e
sexo) calculados a partir das equacdes da primeira e segunda varidvel candnica. As linhas representam as
cargas ("'loadings") para cada variavel (composto) incluido na analise, a magnitude da linha representa a
importancia relativa de cada composto para diferenciar os tratamentos (espécie e sexo) nas duas dimensdes do
grafico.
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2.5 Discussao

As andlises de hidrocarbonetos encontrados em extratos cuticulares de C. ubica e
C. impicticonis ndo mostraram diferengas qualitativas e quantitativas relevantes embora a
andlise de variaveis candnicas sugira que a composic¢ao de hidrocarbonetos cuticulares é
diferente entre espécies e sexos com alguns compostos relacionados a cada espécie e

Sexo.

Os estudos da composicdo quimica da cuticula de percevejos ainda sdo escassos
assim como a determinacdo de suas fungdes na comunicacdo entre os individuos. Os
hidrocarbonetos identificados para as duas espécies de Chinavia sdo similares aos
encontrados em Nezara viridula por Colazza et al. (2007), com excecdo de hexacosano e
tetratriacontano, que ndo foram encontrados nos extratos nas duas espécies analisadas
neste trabalho. No caso de N. viridula a composic¢do dos hidrocarbonetos cuticulares de
machos diferencia-se das fémeas pela auséncia do composto nonacosano. Adicionalmente
estratos das fémeas desta espécie possuem quantidades maiores de tricosano, tetracosano
e pentacosano e os (Colazza et al., 2007). Assim o composto nonadecano parece estar
ligado a sinalizacdo do sexo (neste caso as fémeas) nesta espécie. Os hidrocarbonetos
cuticulares presentes nos rastros de N. viridula podem ser utilizados pelo parasitoide
Trissolcus basalis (Wollaston) como rastros quimicos durante a procura de hospedeiros
(Colazza et al., 2007, De Pasquale et al., 2007). COLAZZA et al., (2007) mostraram que
0 composto nonadecano é utilizado pelo inimigo natural, Trissolcus basalis, como pista
na procura pelo hospedeiro, discriminando com base neste hidrocarboneto rastros de
macho e fémeas. A utilizacdo de rastros quimicos, constituidos principalmente de
hidrocarbonetos cuticulares, pelos inimigos naturais de percevejos tinha sido previamente
demonstrada para o parasitoide Telenomus podisi (Ashmed) (Borges et al. 2003). Em
Bagrada hilaris (Burmeister) (Heteroptera: Pentatomidade) também foram registrados

hidrocarbonetos lineares n-alcanos.

Além disso, as duas espécies de Chinavia estudadas possuem ainda triacontano,
hentriacontano, octacosano e tritriacontano, que ndo foram encontrados em Bagrada
hilaris, além disso, as fémeas dessa espécie possuem quantidades maiores em todos os
compostos identificados na cuticula da espécie (De Pasquale et al., 2007). Também foram
encontrados hidrocarbonetos de cadeia linear em Dichelops melacanthus e Euchistus
heros (Rossi et al., 2015).

Estes compostos foram identificados também como componentes do feroménio

sexual de outra espécie filogeneticamente relacionada, Nezara viridula, (Baker et al.,
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1987). Isto sugere um mecanismo similar de diferenciacdo tanto para os feromdnios
sexuais quanto para os hidrocarbonetos cuticulares, onde especificidade na comunicagao
quimica é garantida por diferentes combinacGes e proporcdes dos compostos nas

misturas.

Além da emissdo de feromdnios (utilizados a longas distancias), quando 0s
insetos se encontram na mesma planta 0s percevejos se comunicam utilizando sinais
vibratérios (Cokl et al., 2008). Estes sinais também mostram diferencias entre espécies e
sexos que contribuem para a especificidade da comunicagdo (Laumann. A.R., Blassioli-
Moraes, M.C., Borges, M., dados nao publicados), o que foi demonstrado nos

experimentos do Capitulo 1 desta dissertacéo.

Assim as diferentes modalidades de sinais utilizadas na comunicagdo a longas
distancias (feromonios), a distancias moderadas, quando os insetos se encontram na
mesma planta (sinais vibratorios), e a curta distancia, quando os insetos estdo em contato
fisico  (hidrocarbonetos cuticulares), podem  contribuir  decisivamente  para
reconhecimento entre os individuos e garantem o isolamento reprodutivo nas espécies de

Chinavia estudadas.

Hidrocarbonetos lineares também sdo comuns em outros grupos de insetos como
em Blatella germanica (Linnaeus, 1767) (Rivalt et al., 2002). Alguns desses
hidrocarbonetos lineares, como heneicosano, docosano, tricosano, tetracosano,
pentacosano, octacosano, nonacosano, triacontano, hentriacontano e dotriacontano
também sdo encontrados nos rastros de lagartas de Spodoptera frugiperda (Smith &
Abbot, 1797), que sdo utilizados como cairomdnios pelo parasitoide Cotesia
marginiventris (Cresson), induzindo o comportamento de antenagdo (Rostas & Wolfling,
2009; Wolfling & Rostds, 2009). Tricosano, pentacosano, heptacosano, octacosano,
nonacosano, triacontano, hentriacontano, tritriacontano foram identificados nos extratos
cuticulares em Sitobion avenae (Fabricius) (Hemiptera: Aphididae) (Muratori et al.,
2008).

Hidrocarbonetos cuticulares podem ser utilizados também por parasitas para
mimetizar a cuticula dos seus hospedeiros como no caso de Thorictus martinezi (Escalera,
1923) um coledptero parasita obrigatorio de ninhos formigas, este inseto possui um perfil
de hidrocarbonetos cuticulares idéntico ao das formigas que parasita 0 que impede ser

reconhecido como invasor nas coldnias (Lenoir et al., 2013).
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Embora os alcanos sejam os lipidios cuticulares mais dominantes, eles variam
em numero e quantidade dependendo da espécie em questdo (Frere et al., 2014). O papel
dos hidrocarbonetos cuticulares como feromonio de contato induzindo o comportamento
de corte em distancias curtas tem sido descrito em Coleoptera (Ginzel et al., 2003; Ortiz-
Dominguez et al., 2006), Diptera (Carlson et al., 1984; Uebel et al., 1975 in Paquale et
al., 2007) e Hymenoptera (Howard & Baker, 2003). Esses hidrocarbonetos exercem
frequentemente o papel de reconhecimento de possivel parceiro para cépula (Ishii et al.,
2002).

Os resultados obtidos indicam uma possivel diferenciacdo da composicdo
quimica da cuticula entre espécie e sexo das espécies de Chinavia estudadas. Para
comprovar a relevancia dos hidrocarbonetos cuticulares no reconhecimento
interesepecifico e entre individuos (machos e fémeas) é necessario avaliar a influéncia

dos mesmos no comportamento reprodutivo dos insetos.
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3. Consideracoes finais

No presente trabalho foi estudada a resposta de machos de duas espécies de
pentatomideos, C. ubica e C. impicticornis, as altera¢cbes nos cantos naturais de fémeas
coespecificas, além de uma analise da composi¢ao quimica da cuticula. Como o esperado,
C. ubica e C. impicticornis sdo capazes de distinguir e responder seletivamente aos sinais
das fémeas coespecificas e possuem diferengas na composi¢do dos hidrocarbonetos
cuticulares que podem estar relacionadas com o reconhecimento e discriminagdo de
parceiros durante o comportamento reprodutivo. Estas respostas seletivas estariam
relacionadas com o isolamento reprodutivo dessas espécies simpatricas. Trabalhos futuros
devem ser orientados a fim de estabelecer a especificidade das respostas das fémeas aos
sinais dos machos e a fungdo bioldgica especifica de cada tipo de sinal. Para refinar os
resultados acerca da relevancia dos hidrocarbonetos cuticulares um estudo mais
aprofundado deve considerar uma maior amostragem, analise mais detalhada dos
componentes minoritarios e estudos biolégicos e comportamentais que cologuem em
evidéncia a importancia destes compostos como sinais quimicos de curta distancia e sua

influéncia no comportamento reprodutivo dos insetos.
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