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RESUMO

Esta tese apresenta o estudo da comunicacéo vibracional em percevejos
em aspectos béasicos e aplicados ao manejo de pragas. Tomando como modelo
de estudo os percevejos Euschistus heros, Chinavia ubica e Chinavia
impicticornis (Hemiptera: Pentatomidae), foram desenvolvidas atividades de
pesquisa para estabelecer a influéncia de fatores bidticos e abidticos na
comunicagédo vibracional dos insetos. Também foram estudadas as interacdes
entre sinais de diferentes modalidades (quimicos e vibratorios) no
comportamento reprodutivo destes insetos. Em experimentos utilizando grupos
de fémeas junto a um macho foram estudadas as interagdes competitivas entre
as fémeas. Foi demonstrado pela primeira vez para Pentatomiadae que quando
as fémeas disputam o acesso aos machos desenvolvem interacdes de rivalidade
com emissao de sinais vibratorios especificos no caso de E. heros e C. ubica ou
com troca de sinais de chamamento num padrédo caracteristico no caso de
C. impicticornis. A reproducdo destes sinais para casais de coespecificos tem
um claro efeito inibidor da comunicacdo vibracional e do comportamento de
copula, as chances de copular aumentam 29.41 vezes em E heros, 4,6 vezes
em C. ubica e 1,71 vezes em C. impicticornis quando os insetos foram colocados
em plantas sem os sinais de rivalidade. O mesmo foi comprovado em
experimentos onde se reproduziram os sinais de rivalidade de machos de
E. heros para seus coespecificos. Também foram estudadas as interacdes
heteroespecificas em experimentos onde se reproduziram sinais de diferentes
espécies para machos e fémeas de E. heros e C. impicticornis. A presenca de
sinais de heteroespecificos ndo mostrou efeitos significativos no comportamento
reprodutivo de E. heros. Para C. impicticornis os sinais vibratérios reproduzidos
(sinais de C. ubica e de E. heros) alteraram fortemente tanto o comportamento
reprodutivo, como a comunicagcao vibracional, incidindo negativamente na
formacao de casais e copula e na emissao de sinais vibratérios. Adicionalmente
foi demonstrado que o percevejo predador Podisus nigrispinus respondeu
positivamente aos sinais vibratérios de E. heros mostrando que o predador pode
utilizar esses sinais para identificar locais onde existem presas potenciais. A
avaliacdo de sinais multimodais (rastros quimicos e feroménio sexual) no
comportamento vibracional de E. heros, demonstrou que 0s rastros causam
efeito atrativo em machos e aumentam a emissdo de sinais vibratorios de insetos
de ambos sexos. A presenca de sinais vibratorios de fémeas provoca o aumento
da emissdo de ferombnio sexuais de machos, e, por Ultimo a presenca de
feromoénio sexuais causa efeito antagbnico em machos e fémeas, inibindo o
comportamento vibracional nos machos e estimulando-o nas fémeas. Foi testada
a interferéncia de ruidos abioticos (vibracfes originadas por vento ou chuva) no
comportamento sexual dos percevejos E. heros. A presenca da vibracdo do
vento ndo causou disrupcdo no comportamento de cépula dos percevejos, ja a
massa de ar projetada nas plantas, por meio de um tanel de vento, com a mesma
intensidade do sinal, assim como a presenca do ruido de chuva, provocou uma
diminuicdo do comportamento sexual e proporcdo de cépulas dos casais. Foi
avaliada a eficiéncia de incorporacdo de sinais vibratérios em armadilhas,
resultando numa maior captura de percevejos em armadilhas com sinal de
chamamento das fémeas coespecificas. Os resultados deste trabalho
apresentam varias informacdes inéditas que, junto a avaliacdo da aplicacdo de
alguns dos aspectos da comunicacao vibracional para 0 manejo de percevejos



praga, abre novas perspectivas para 0 desenvolvimento de métodos
sustentaveis de manejo de pragas.

Palavras-chave: biotremologia, percevejos, ruidos bibticos, coespecificos,
heteroespecificos, comunicacdo multimodal, ruidos abioticos, pragas da soja.



ABSTRACT

This thesis presents the study of basic aspects of the vibrational communication
of stink bugs and their application to pest management. Taking as a study model
three stink bug species, Euschistus heros, Chinavia ubica and Chinavia
impicticornis (Hemiptera: Pentatomidae). Research activities were developed to
establish the influence of biotic and abiotic factors on the vibrational
communication of insects. The interactions between signals of different
modalities (chemical and vibratory) on the reproductive behaviour of these
insects were also studied. In experiments using groups of females with a male,
the competitive interactions between females were studied. It was demonstrated
at first that, when females compete for access to males, they develop rivalry
interactions with the emission of specific vibratory signals in the case of E. heros
and C. ubica or with the exchange of calling signals in a characteristic pattern in
the case of C. impicticornis. The reproduction of these signals for conspecifics
pairs has a clear inhibitory effect on vibrational communication and copulation
behaviour, the chances of copulating increased 29.41 times in E. heros, 4.6 times
in C. ubica and 1.71 times in C. impicticornis when the insects were placed on
plants without the rivalry signals. The same was proven in experiments where the
rivalry signals of E. heros males were reproduced for their conspecifics.
Heterospecific interactions were also studied in experiments where signals of
different species were reproduced for males and females of E. heros and C.
impicticornis. The presence of heterospecific signals showed no significant
effects on the reproductive behaviour of E. heros. For C. impicticornis the
reproduced vibratory signals (signals from C. ubica and E. heros) strongly altered
both the reproductive behaviour and the vibratory communication, influencing
negatively the pair formation and copulation and the emission of vibratory signals.
Additionally, it was demonstrated that the predatory bug Podisus nigrispinus
responded positively to the vibratory signals of E. heros showing that the predator
can use these signals to identify locations with potential prey. The evaluation of
multimodal signals (chemical footprints and sexual pheromone) in the vibrational
behavior of E. heros, showed that the footprints cause an attractive effect in
males and increase the emission of vibrational signals from insects of both sexes.
The presence of vibratory signals of females causes an increase in the emission
of sex pheromones by males and, finally, the presence of sex pheromones
causes an antagonistic effect in males and females, inhibiting the vibrational
behaviour in males and stimulating it in females. The interference of abiotic
noises (vibrations originated by wind or rain) on the sexual behaviour of E. heros
was tested. The presence of wind vibration did not cause disruption of vibratory
communication and in copulation behaviour in E. heros, whereas the air mass
projected onto the plants, by means of a wind tunnel, with the same signal
intensity, as well as the presence of rain noise, caused a decrease in the sexual
behaviour and copulation proportion of the pairs. The efficiency of incorporating
vibratory signals in traps was evaluated, resulting in a greater capture of
stinkbugs in traps with a call signal from conspecifics females. The results of this
work present several new information that, together with the evaluation of the
application of some of the aspects of vibrational communication for the
management of stink bugs, opening new perspectives for the development of
sustainable pest management methods.



Keywords: biotremology, stink bugs, biotic noise, conspecifics, heterospecifics,
multimodal communication, abiotic noise, soybean pests.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Sequéncia da comunicagao no comportamento reprodutivo de
percevejo. Sinais envolvidos, caracteristicas, canal de transmissao e interacdes
(Adaptado de Cokl et al., 2020). Desenhado por Julia Dias Laumann.............. 18

Figura 2. Oscilogramas e espectro de frequéncias do som de chamamento de
trés espécies de percevejos mostrando a clara diferenca na estrutura temporal
e espectral dos sinais. Fotos: Chinavia impicticornis e Euschistus heros (Cecilia
Vieira), Thyanta perditor (Rall LaumMann)...........ccccuueiereaiiiiiieeeie e 23

Figura 3. Fotos demosntrando aspectos fisicos das espécies de percevejo
Euschistus heros, Chinavia ubica e Chinavia impicticornis. Fotos de Cecilia
RV = = T PPURPSRPRR 27

Figura 4. Repertorio de sinais das espécies utilizadas neste trabalho mostrando
oscilogramas de sequencias de pulsos ou trem de pulsos e detalhes de pulsos
ou trém de pulsos. FS= sinal de fémea, MS= sinal de macho.......................... 29

Figura 5. Sala de manutencéo do percevejo com vista parcial da colénia de
E. heros. Laboratério de Semioquimicos da Embrapa Recursos Genéticos e
2 1 o) (=T ot o] [ o | - U 33

Figura 6. Sala com isolamento acustico e equipamentos utilizados nos
experimentos. Laboratério de Semioquimicos, Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia. FOt0: SA SIIVEINa.........uuuuueiiiiiiiiiiis e e e e e e e e e e eaeaans 35

Figura 7. Esquema do arranjo para captacao e armazenamento de sinais
VIDratOrioS A€ PEICEVEJOS. ... .cceiieeieieeeieeee ettt e e e et s e e e e e e e e e eeeeeeannnns 36

Figura 8. Representacédo dos parametros temporais de sinais vibratorios de
percevejos e os critérios utilizados para quantifica-los. Na figura se observa o
canto de chamamento (FS-1a) de fémeas de Chinavia ubica segundo descrito
em Laumann et al (2016).........coeeuriiuiiiiiiiciiie e eis e e e e e e e e 38

Figura 9. Desenho experimental de bioensaios de reproducédo de arquivos de
sinais vibratorios (experimentos de playback) em plantas de feijdo. Para
retransmitir os sinais utilizou-se um mini Shaker e para registro dos sinais
emitidos pelos insetos por meio de um Vibrémetro a laser...........ccccceevveevvvnnnnes 40

Figura 1.1. Resposta de fémeas e machos de E. heros em plantas vibradas
com sinal de rivalidade de fémeas (Tratamento) ou ndo vibradas (Controle). A)
Laténcia (média do tempo em segundos no qual o inseto emite primeiro canto)



e B) Tempo de resposta (média do tempo em segundos no qual o inseto
permaneceu cantando). As barras representam o nimero meédio dos
parametros e as linhas acima das barras representam o erro padréo. *acima
das linhas das barras representam diferenca estatistica entre os tratamentos.89

Figura 1.2. Parametros dos sinais emitidos por fémeas e machos de E. heros
em plantas vibradas com sinal de rivalidade de fémeas (Tratamento) ou nao
vibradas (Controle). A) Duracao do pulso (média do tempo em milissegundos).
B) Intervalo entre os pulsos (média do tempo, em milissegundos, do final de um
pulso ao inicio do préximo).C) Média do nimero de pulsos. D) Frequéncia
dominante (média da frequéncia dominante em um pulso, em Hz). As barras
representam o numero médio dos parametros e as linhas acima das barras
representam o erro padréo. *acima das linhas das barras representam
diferenca estatistica entre 0S tratamentos............cevvvvieeeeeeeeeiic e 90

Figura 1.3. Resposta de fémeas e machos de E. heros quando colocados em
forma individual ou em casais (uma fémea e um macho) em plantas vibradas
com sinal de rivalidade de fémeas (Tratamento) ou néo vibradas (Controle). A)
Laténcia (média do tempo em segundos no qual o inseto emite primeiro canto)
e B) Tempo de resposta (média do tempo em segundos no qual o inseto
permeneceu cantando). As barras representam o numero médio dos
parametros e as linhas acima das barras representam o erro padréo. *acima
das linhas dasbarras representam diferenca estatistica entre os

LU= 1210 4[] 010 1 TP PPPPPTRPPP 93

Figura 1.4. Proporcéao de bioensaios que terminaram com a copula dos casais
de E. heros em plantas com sinal vibratorio de rivalidade de machos de E.
heros (Tratamento, barra azul) e plantas sem sinal (Controle, barra
laranja).*acima das barras representam diferenca estatistica entre os
tratamentos (P < 0,05) .. e e e 93

Figura 1.5. Parametros dos sinais emitidos por fémeas e machos de E. heros
guando colocados em forma individual ou em casais (uma fémea e um macho)
em plantas vibradas com sinal de rivalidade de fémeas (Tratamento) ou nao
vibradas (Controle). A) Duracéo do pulso (média do tempo em milissegundos)
B) Intervalo entre os pulsos (média do tempo, em milissegundos, do final de um
pulso ao inicio do préximo), C) Média do niumero de pulsos e D) Frequéncia
dominante (média da frequéncia dominante em um pulso, em Hz). As barras
representam o numero meédio dos parametros e as linhas acima das barras
representam o erro padrdo. *acima das linhas dasbarras representam diferenca
estatistica entre 0S tratameENtOS. ..........uuiiiiiiiiiieie e 94

Figura 2.1. A) Arena de dupla escolha em formato de Y. B) Desenho
esquematico do bIOENSAID.............ccoiiuiiiiiiii e 106

Figura 2.2. Proporcédo de bioensaios que terminaram com a cOpula dos casais
deE. Heros (Eh) e C. impicticornis (Ci) em plantas vibradas com sinais
vibratérios de heteroespecificos ou plantas sem vibracdes (controle). C
Controle, plantas em vibragéo; SCi: planas vibradas com sinal FS-1a de



Chinavia impicticornis; SCu: planas vibradas com sinal de FS-1a de C. ubica;
SPn:planas vibradas com MS-1: sinal MS1de P. nigrispinus. As letras acima
das linhas representam diferenca estatistica entre os tratamentos (Analise de
Regrs&o 10giStiCa P < 0,05).....uuuiiiiiiiiiiiiiieieeeee e 110

Figura 2.3. Effeito de sinais de heteroespecificos na dindamica de emissado de
sinais vibratérios de fémeas (F) e machos (M) de Euschistus heros. A) Laténcia
(tempo desde o inicio do bioensaio até que o inseto emite o primeiro sinal
vibratério). B) Tempo de resposta (média do tempo em segundos no qual o
inseto permeneceu cantando) C) Numero de pulsos emitidos. C Controle,
plantas em vibragéo; SCi: planas vibradas com sinal FS-1a de Chinavia
impicticornis; SCu: planas vibradas com sinal de FS-1a de C. ubica;
SPn:planas vibradas com MS-1: sinal MS1de P. nigrispinus. AsBarras
representam os valores médios dos parametros e linhas EP. As letras acima
das linhas representam diferenca estatistica entre os tratamentos (teste de

(od0 ] a1 1= 1Y (=2 ST S 01 ) U 112

Figura 2.4. Effeito de sinais de heteroespecificos na dindamica de emisséo de
sinais vibratorios de fémeas (F) e machos (M) de Chinvia impicticornis. A)
Laténcia (tempo desde o inicio do bioensaio até que o inseto emite o primeiro
sinal vibratorio), B) Tempo de resposta (média do tempo em segundos no qual
o0 inseto permeneceu cantando) eC) Nnumero de pulsos emtidos. C Controle,
plantas sem vibrag&o; SEh: planas vibradas com sinal FS1 de Euschistus
heros; SCu: plantas vibradas com sinal de FS-1a de C. ubica. As barras
representam os valores meédios dos parametros e linhas EP. As letras acima
das linhas representam diferenca estatistica entre os tratamentos (teste de
contrastes, P <

Figura 2.5. Resposta de fémeas de P. nigrispinus ao sinal vibratorio de fémeas
de E. heros (FS1) em arenas de dupla escolha. A) e B) Escolha inicial
(proporcéao), C) Tempo de residéncia (s) C: controle, bracos da arena sem
vibragdes, T: tratamento, bracos da arena vibrados com o sinal FS1 de fémeas
de E. heros. As barras em A e B, indicam a proporcdo média de resposta
calculada a partir da regressao logistica e as linhas o IC de 95%, eem C, o
tempo de residéncia médio + EP * indica diferencas significativas (P < 0,05),
teste x? para escolha inicial e teste de Wilcoxon para tempo de residéncia....114

Figura 2.6. Resposta de machos de P. nigrispinus ao sinal vibratério de fémeas
de E. heros (FS1) em arenas de dupla escolha. A) e B) Escolha inicial
(proporcéao), C) Tempo de residéncia (s) de machos de P. nigrispinus em
arenas de dupla escolha. C: controle, bracos da arena sem vibracoes, T:
tratamento, bracos da arena vibrados com o sinal FS1 de fémeas de E. heros.
As barras em A, indicam a propor¢do média de resposta calculada a partir da
regressao logistica e as linhas o IC de 95%, e em B, o tempo de residéncia
médio + EP * indica diferencas significativas (P < 0,05), teste x* para escolha
inicial e teste de Wilcoxon para tempo de

(21510 (=T ol - A PPUUPPPPPPPPPRRRR 115



Figura 3.1. Sequéncia dos procedimentos experimentais para avaliagédo da
influéncia de rastros quimicos na comunicacéo vibracional de E. heros em
substratos artificiais.A) Percevejo E. heros em placas de Petri de vidro para
coleta de rastros quimicos. B)Esquema do bioensaio com rastros 1-vibrometro
laser, 2- arena experimental.C) esquema de capatdo e armazenamento dos
dados: 1-vibrometro laser, capatacao dos sinais vibratérios,2-Placa de
digitalizacdo externa,3-fone de ouvido para monitoramento em tempo real e 4-
Notebook para armazenamento dos dadosS........cccoeeeeveeiiiiiiiiiiiiiiiiiin e 132

Figura 3.2. Sequéncia dos procedimentos experimentais para avaliacdo da
influencia de rastros quimicos na comunicacéo vibracional de E. heros em
substratos naturais (plantas). 1-Planta de feijao em estagio V3; 2-Saco de
plastico Microperfurado retendo os adultos de E. herosnos locais de
contaminacgao com rastros; 3- ponto de liberagcéo do inseto avaliado; 4-
vibrometro laser; registro dos sinais vibratorios;5-Placa de digitalizacéo
externa;6-fone de ouvidopara monitoramento em tempo real; 7-Notebook para
armazenamento dOS dAdOS. ........oiiiiiieieeee e 134

Figura 3.3. Sequéncia de procedimentos experimentais para extragao de
hidrocarbonetos cuticulares de rastros de E. heros e preparagao para analises
guimicas. A) Adultos de E. heros do mesmo sexo em potes de plastico
tampados com uma placa de Petri de vidro (foto superior vista geral, foto
inferior vista da parte superior com a placa de Petri). B) 1-Placa de Petri 9 cm
de diametro; 2-Pipeta de vidro; 3-Vial de 2 mL. C) 1- Vial de 2 mL; 2-
Representacéo do sistema de fluxo de gas N2 para pré-concentrar amostras.
CG-EM: Cromatografo gasoso acoplado ao espectrometro de massas......... 136

Figura 3.4. Sequéncia de procedimentos para os experimentos de influéncia
dos sinais vibratérios na comunicacéo quimica de machos de E. heros.1-
Notebook com programa de reproducao do sinal; 2-Minishaker para reproducao
do programa de estimulacéo; 3-Arena de vidro fechada para coletar

VOIALEIS. ..t e e e e e 137

Figura 3.5. Procedimentos experimentais para coleta de volateis para
construcéo de curva de calibracdo para quantificacdo do feromonio de
Euschistusheros em fibra de SMPE, em uma vidraria de conexdo de 3 saidas.
1- Conexdo a bomba de vacuo para manter o fluxo; 2-papel filtro impregnado
com o composto padrdo; 3-Carvao ativado para purificacao do ar; 4-Fibra

Figura 3.6. Efeito de rastros quimicos de fémeas e machos de E. heros na
dinAmica de emisséo e nos parametros dos sinais emitidos por machos de

E. heros quando avaliados individualmente ou em casais. A) Tempo de laténcia
(média do tempo em segundos no qual o inseto emite primeiro sinal vibratorio),
B) Tempo de resposta (média do tempo em segundos no qual o inseto
permaneceu emitindo sinais vibratérios) C) Duracéo do pulso (média do tempo
em milissegundos), D) Intervalo entre os pulsos (média do tempo, em
milissegundos, do final de um pulso ao inicio do préximo), E) Média do nimero
de pulsos dos sinais F) Frequéncia dominante (média da frequénciadominante



10

em um pulso, em Hertz). Os insetos foram expostosa placas de Petri de vidro
tratadas com rastro de macho (barra cinzas), rastro de fémea (barra laranjas) e
controle, placas sem rastros (barras azuis). As linhas acima das barras
representam o erro padréo. As letras acima das barras representam diferenca
estatistica entre os tratamentos (teste de contrastes P < 0,05)..........ccccceenn. 145

Figura 3.7. Efeito de rastros quimicos de fémeas e machos de E. heros na
proporcao de casaisde E. herosque copularam quando expostos a placas
tratadas com rastros de fémeas, rastros de machos ou controle (sem rastros).
As barras horizontais indicam a proporcdo média de resposta calculada a partir
da regressao logistica e as linhas o IC de 95%. * representa efeito significativo
do tratamento na proporcao de cépula (P<0,05).......cccceeeeiiiiiiiiieeeiieeeeeeenns 146

Figura 3.8. Resposta de fémeas e machos de E. heros em plantas de soja com
uma das folhas contaminadas com rastros quimicos de coespcificos a outra
sem rastros ou em plantas de soja sem rastros. Proporcéo de fémeas de E.
heros que escolheram primeiramente uma das folhas de plantas controle ou
uma das folhas das plantas tratadas com rastros quimicos de coespecificos do
sexo oposto. E: folha do lado esqgerdo da planta, D: folha do lado direito da
planta, T: folha da planta com rastros de machos (resposta de fémeas) ou
fémeas (resposta de fémeas), C: folha controle (sem rastros).As barras
horizontais indicam a proporcédo média de resposta calculada a partir da
regressao logistica e as linhas o IC de 95%.* representa diferenga estatistica
entre os tratamentos (teste X2 de Wald, P<0,05)........cccceeeveeeicrericreeeceeeeennee. 148

Figura 3.9. Tempo de residéncia (média do tempo em segundos, em que 0
inseto permaneceu em uma das folhas escolhida) de fémeas (acima) e machos
(abaixo) de E. heros nas folhas do lado esquerdo ou direito de plantas de feijao
sem tratamento (Plantas controle) ou nas folhas de plantas tratadas, onde uma
das folhas tinha rastros quimicos de macho (para fémeas) ou fémeas (para
machos) (Tratamento) e a outra permaneceu sem rastros (Controle). As linhas
acima das barras representam o erro padrdo. * representa diferenca estatistica
entre os tratamentos (teste de Wilcoxon P<0,05).........ccccceeviiiiiiiiiieiiciiciieeeeen, 149

Figura 3.10. Dinamica da emissédo e parameros dos sinais vibratérios emitidos
por machos de E. heros em plantas de feijéo, tratadas com rastros de fémeas
(Plantas tratadas) e sem tratamento (Plantas controle). A) Laténcia (média do
tempo em segundos no qual o macho emite primeiro canto), B) Tempo de
resposta (média do tempo em segundos no qual o macho permaneceu
cantando) C) Duracédo do pulso (média do tempo em milissegundos), D)
Intervalo entre os pulsos (média do tempo, emmilissegundos, do final de um
pulso ao inicio do préximo), E) Numero de pulsos emitidos. F) Frequéncia
dominante (média da frequénciadominante em um pulso, em Hertz). As linhas
acima das barras representam o erro padréo. * representa diferenca estatistica
entre 0s tratamentos (GLM P<0,05)..........uuiuiiiiiiiiie e 151

Figura 3.11. Emissao de feroménio (ng/inseto/30 min) por machos de E. heros
em arenas experimentais com presenca de canto de chamamento da fémea
(FS1) ou sem este sinal vibratorio (controle). Barras representa o valor média e



11

as linhas representam o erro padrdo. * representa diferenca estatistica entre os
tratamentos (teste de WilcoXoNn P<0,05).......cccciiiiiiiiiiiiiiiciiiiieeiie e 152

Figura 3.12. Dinamica da emiss&o e parametros dos sinais vibratorios de fémea
e machos deE. heros, avaliados em forma individual ou em casais em plantas
qgue receveram feromonio sexual da espécie (Ferombnio) ou n-hexano
(Hexano) como controle. A) Laténcia (média do tempo em segundos no qual a
fémea emite primeiro sinal vibratério), B) Tempo de resposta (média do tempo
em segundos no qual a fémea permaneceu emitindo sinais vibratorios), C)
Numero de pulsos emitidos, D) Numero de buzz, E) Duragéo do pulso (ms)
milissegundos), F) Intervalo entre os pulsos (ms), G) Frequéncia dominante
(Hz), H) Proporcao de fémeas e machos de que iniciaram a emissao do
comportamento vibracional. As barras indicam os valores médios dos
parametros e as linhas representam o erro padrao. * representa diferenca
estatistica entre os tratamentos (GLMM P<0,05).........cccceeiiiiiiiineenniiiiiieeeeens 156

Figura 3.13. Dindmica da emisséo e parametros dos sinais vibratérios de fémea
e machos de E heros, avaliados em forma individual ou em casais em plantas
gue receveram feromonio sexual da espécie (Feroménio) ou n-hexano
(Hexano) como controle. A) Duracéo do pulso (ms), B) Intervalo entre os pulsos
(ms), C) Frequéncia dominante (Hz), D) Proporcéo de fémeas e machos de que
iniciaram a emissdo do comportamento vibracional. As barras indicam os
valroes médios dos parametros e as linhas representam o erro padréo. *
representa diferenca estatistica entre os tratamentos (GLMM P<0,05).......... 157

Figura 4.1. Desenho esquematico mostrando a configuracdo estabelecida para
registro de vibragdes originadas pelo vento em plantas ou para os bioensaios
onde os insetos foram expostos diretamente as correntes de ar. 1) Entrada do
ar, 2) Saida de ar, 3) Plantas de feijao, 4) Vibrémetro laser, registro dos sinais
vibratorios, 5) Placa para digitalizar os sinais, 6) Notebook para
armazenamento dOS dAdOS........cooiuiiiiiiiiiiiiiiiie e 173

Figura 4.2. Desenho esquematico mostrando a configuracéo estabelecida para
registro de vibracdes originadas por gotas de agua impactando em folhas de
plantas de feijdo. 1) Planta de feijdo, 2) Garrafa de plastico 500ml, 3) Equipo
para infusdo por gravidade para gerar as gotas de agua, 4) Vibrometro laser,
captacédo dos sinais vibratérios, 5) Placa para digitalizar os sinais, 6) Notebook
para armazenamento dOS dadOS...........ccoviviiiiiiiiee e 174

Figura 4.3. Efeito de ruido produzido por fatores abiéticos na dinamica de
emissao de sinais vibratérios emitidos por fémeas e machos de E. heros. A)
Laténcia (média do tempo em segundos no qual o inseto emite primeiro canto);
B) Tempo de resposta (média do tempo em segundos no qual o inseto
permeneceu cantando); C) Niumero de pulsos emitidos. V: ruido de vento, Ch
= ruido de chuva, Tv: plantas dentro do tunel de vento ligado. F=fémeas e
M=macho. As barras representam os valores médios de cada parametro e as
linhas representam o erro padrdo. As letras acima das linhas das barras
representam diferenca estatistica entre os tratamentos (ANODEYV e teste de
CONrasteS P < 0,05) ... i 178



12

Figura 4.4. Efeito de ruido produzido por fatores abiéticos nos parametros dos
sinais vibratdrios emitidos por fémeas e machos de E. heros. A) Duracao do
pulso (média do tempo em milissegundos); B) Intervalo entre os pulsos (média
do tempoemmilissegundos, do final de um pulso ao inicio do préximo); C)
Frequéncia dominante (média da frequéncia dominante em um pulso, em Hz);
V: ruido de vento, Ch = ruido de chuva, Tv: plantas dentro do tinel de vento
ligado. F=fémeas e M=macho. As barras representam os valores médios de
cada parametro e as linhas representam o erro padréo. * indica diferencas
significativas nos valores médios do tratamento em relacdo ao controle (Anélise
GLMM P < 0,05) ...ttt sttt ettt es e en st eneeaee s 180

Figura 4.5. Proporcao de bioensaios que terminaram com a copula dos casais
de E. heros em plantas de feijao tratadas com ruido de vento (V), ruido de
chuva (Ch), plantas dentro de um tinel de vento ligado (Tv) e plantas sem
vibragdes, controle (C). F=fémeas e M=macho. * acima das barras representam
diferenca estatistica entre 0s tratamentos € 0 CoNntrole..........ccccvvvvveeevereeenenn.. 181

Figura 5.1. Esquema experimental de reproducéo de sinais fémeas de E. heros
em armadilhas de plastico em plantas de soja dentro de gaiolas de acrilico. 1-
Vibrometro laser. 1-placa de reproducéo do sinal. 3- Armadilha de garrafa Pet
com excitador mecanico conecatado. 4-Armadilha entre as plantas de soja..194

Figura 5.2. Efeito de sinais vibratérios de coespecificos na atracdo de fémeas
de E. heros em experimentos em arenas de dupla escolha. A) Escolha inicial B)
Tempo de residéncia. C: Controle, bracos da arena sem vibrac¢des, FS1: braco
da arena com sinal vibratorio da fémea de E. heros, MS1: bragco da arena com
sinal vibratério do macho de E. heros, SSD: braco direito do olfatdmetro sem
sinal, SSE: braco esquerdo do olfatbmetro sem sinal. Barras em A, indicam a
proporcao meédia de resposta calculada a partir da regresséo logistica e as
linhas o IC de 95%, e em B, o tempo de residéncia médio + EP * indica
diferencgas significativas (P < 0,05), teste x? para escolha inicial e teste de
Wilcoxon para tempo de reSIdENCIA............covveveeiiiiieeieeeeeeeeee e 197

Figura 5.3. Efeito de sinais vibratérios de coespecificos na atracdo de machos
de E. heros em experimentos em arenas de dupla escolha. A) Escolha inicial B)
Tempo de residéncia. C: Controle, bracos da arena sem vibracdes, FS1: braco
da arena com sinal vibratorio da fémea de E. heros, MS1: bragco da arena com
sinal vibratério do macho de E. heros, SSD: braco direito do olfatdmetro sem
sinal, SSE: braco esquerdo do olfatbmetro sem sinal. Barras em A, indicam a
proporcao média de resposta calculada a partir da regresséo logistica e as
linhas o IC de 95%, e em B, o tempo de residéncia médio = EP * indica
diferencgas significativas (P < 0,05), teste x? para escolha inicial e teste de
Wilcoxon para tempo de reSIdENCIa..........ccoeeeeeiiiiiiiii i 198

Figura 5.4. Influéncia da incorporacao de sinais vibratérios de fémeas de
coespecificos na captura de fémeas e machos de E. heros em experimentos
em gaiolas com plantas de soja. A) Numero de insetos (media £ EP) em
plantas em contato ou em armadilhas plasticas. B) NUmero de fémeas de E.
herosem plantas em contato ou em armadilhas plasticas ao longo do tempo, C)



13

Numero de machos de E. herosem plantas em contato ou em armadilhas
plasticas ao longo do tempo. As armadilhas foram distribuidas em gaiolas de
acrilico com 8 plantas de soja 4 em contato com as armadilhas e 4 sem contato
8 horas. PPA= Plantas proximas a armadilha, A= Armadilha, Armadilha
Tratamento: armadilhas vibradas com sinal da fémea de E. heros (FS1),
Armadilha Controle: armadilha sem vibracdes. As barras os pontos nos graficos
indicam os valores médios do niumero de insetos e as linhas representam o
erro padréo. * representa diferenca estatistica entre os tratamentos (GLM P <

LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Parametros temporais e espectrais dos sinais das espécies de
percevejos utilizadas como modelo de estudo. Valore médios + SD................ 29

Tabela 1.1. Resultados da analise de regresséao logistica e calculo da racéo de
chance (IC 95%) para avaliagdo do efeito da reproducéo de sinais de rivalidade
de fémea e macho de coespecificos (Tratamento) para machos e fémeas de
Euschistus heros na proporcao de insetos que emitiram sinais vibratorios
(proporcéao de resposta). As variaveis foram computadas em forma binaria
(presenca auséncia do comportamento) e comparadas em relacéo ao
observado nos casais colocados em situacéo de controle (plantas sem
vibracdes). Valores de racdo de chance em negrito indicam efeito significativo
do tratamento em relacdo ao CONtrole...........cccceviieiiiiiiei e, 89

Tabela 2.1. Resultados da analise de regreséo logistica e calculo de racéo de
chance (IC 95%) para avaliacéo do efeito da reproducéo de sinais
heteroespecificas (Tratamento) para Euschistus heros e Chinavia impicticornis.
As variaveis foram computadas em forma binaria (presenca auséncia do
comportamento) e comparadas em relacdo ao observado nos casais colocados
em plantas sem vibrac6es (Controle). Valores de racdo de chance em negrito
indicam efeito significativo do tratamento em relagéo ao controle.................. 110

Tabela 3.1. Hidrocarbonetos cuticulares isolados a partir de rastros de fémeas
e machos de E. heros depositados sobre superficies de vidro............c.......... 146

Tabela 3.2. Resultados da analise de regresséao logistica e calculo da racéo de
chance (IC 95%) para avalicdo do efeito de tratamentos (Planta de feijdo ou
placas de Petri com rastro de fémea ou macho de E. heros; de feijdo em
contato com papel filtro impregnados com extrato de aeragéo de machos de



14

E. heros (Ferom&nio). As varidveis foram computadas em forma binéria
(presenca auséncia do comportamento) e comparadas em relagéo ao
observado nos casais colocados em situagéo de controle (Plantas sem rastro;
placa sem rastro; plantas com solvente (Hexano), valores de racéo de chance
em negrito indicam efeito significativo do tratamento em relacéo ao

(o0 110 ] = 153

Tabela 4.1. Resultados da analise de regresséao logistica e calculo de racdo de
chance (IC 95%) para avaliagdo do efeito da reproducéo de ruidos de vento
(V), chuva (Ch) e expostos a um tunel de vento ligado a 3,2 m/s (Tv)
(Tratamento) para fémeas e machos de Euschistus heros. As variaveis foram
computadas em forma binéaria (presenca auséncia do comportamento) e
comparadas em relacdo ao observado nos casais colocados em plantas sem
vibracdes (Controle). Valores de ragdo de chance em negrito indicam efeito
significativo do tratamento em relagdo ao controle...........ccceeeeieiiiiiiiiiiiiiinns 181



15

INTRODUCAO GERAL

Comunicac¢ao e comportamento animal

O estudo da comunicacdo entre animais € um tema central de muitas
areas relacionadas a zoologia, visto que a comunicacdo € um processo que
condiciona e influencia o comportamento e 0 sucesso evolutivo dos animais,

(Bradbury e Vehrencamp, 2011).

A comunicacdo pode ser definida como um processo de troca de
informacdes entre um individuo que emite um sinal (emissor) e um individuo que
recebe, processa e muda o0 seu comportamento em relagéo ao estimulo recebido
(receptor). Neste processo ambos os individuos se beneficiam em termos
adaptativos (Greenfield et al., 2002).

As informacdes sao transmitidas em forma de sinais que consistem em
transformacdes do ambiente, fisico ou quimico, com intensidade superior ao do
ruido ambiental. Os sinais sédo gerados pelos emissores, em resposta a diversos
estimulos, e utilizados pelos receptores para captar informacdes a respeito da
identidade, condicao fisioldgica e comportamental do emissor (Greenfield et al.,
2002, Scott-Phillips, 2008). Os sinais produzidos pelos individuos podem ser de
diferentes modalidades, como mecanicos, quimicos, sonoros, tateis e visuais.
Cada um deles produzidos por células ou 6rgaos especificos e detectados por
componentes altamente adaptados do sistema sensorial do receptor.
Adicionalmente, a natureza do sinal condiciona o canal de transmisséo podendo
ser este um meio gasoso (ar), liquido (dgua) ou sélido (por exemplo solo ou

tecidos de uma planta) (Greenfield et al., 2002).

O processo de comunicacao pode ser classificado com base na natureza
do sinal originado pelo emissor e seu canal de transmisséo e da forma em como
€ detectado pelo sistema sensorial do receptor (Higham e Hebets, 2013).

Podendo ser unimodal, quando a informacao é transmitida por um Unico canal e
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detectado por um componente especializado do sistema sensorial do receptor.
Um sinal multicomponente é aquele em que a informacéo € codificada por varios
componentes da mesma natureza. Por sua vez, 0os sinais multimodais séo
aqueles que a informacao se transmite por sinais de diferentes modalidades, e
€ transmitida por diferentes médios (canais) e o receptor utiliza diferentes
receptores para detectar os sinais (Partan e Marler, 2005, Cokl et al., 2019).

A comunicacdo modula processos vitais dos animais como procura por
nutrientes, defesa, reproducéo e, ainda, interagcdes sociais. Para ser eficiente e
evitar interferéncias ou exploragdo por competidores e predadores, os sinais
devem ser altamente especificos e transmitidos por canais que reduzam o
acesso a intrusos (Bradbury e Vehrencamp, 2011). Estas caracteristicas fazem
com que 0s sinais e 0s processos de comunicagcao estejam submetidos a uma
forte presséo evolutiva que origina sinais altamente especificos em estrutura e
funcao (Greenfield et al., 2002).

Comunicacéao vibracional

O som pode ser definido como uma compressao repetitiva de um meio
elastico que desloca as particulas que formam o meio (Bailey, 1991). Este
conceito de som inclui outros tipos de sinais bioacusticos como as vibracdes em
substratos solidos, sendo estas encontradas na comunicacdo em alguns grupos
de vertebrados e em muitos insetos (Hill, 2008; Virant-Doberlet e Cokl, 2004:
Crocroft e Rodriguez, 2005).

Embora a comunicacao vibracional seja a forma de comunicacdo mais
presente em insetos, se estima que umas 230.000 espécies de 16 Ordens
utilizam esta modalidade de comunicacdo (Virant-Doberlet e Cokl, 2004), os
conhecimentos ainda sdo escassos e 0 volume de informacdo somente tem
iniciado um crescimento constante desde a década de 1990 (Cocroft et al.,
2014). Recentemente tem se proposto o termo biotremologia para a disciplina
gue estuda a comunicacdo vibracional e outros aspectos do comportamento

animal onde estao envolvidas vibracoes (Hill, 2014).
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A emissao de sinais vibratérios pelos insetos e sua transmissao atraves
de substratos solidos € um fenémeno conhecido ha muito tempo (inicio da
década de 1960). Mas somente a partir do final da década de 1980, com os
primeiros estudos relacionando sinais vibratérios e comportamentos especificos,
percebeu-se que esses sinais poderiam ter uma importante funcdo na
comunicacéo dos insetos, entre elas comunicacao de parceiros durante a etapa
reprodutiva, marcacdo de territério, defesa e interagdes sociais (Cokl e Virant-
Doberlet, 2003, Cocroft e Rodrigues, 2005).

Os sinais vibratérios sdo produzidos pela vibracao de alguma parte do
corpo do inseto e sdo propagados através do substrato, geralmente as plantas
(Cokl, 2008). Entre os mecanismos de produgdo de sinais vibratérios se
reconhecem vibracdes do abdome ou outra parte corporal, vibragdo das asas,
percussdo do substrato com antenas ou patas ou tremulacéo (sacudidas fortes

do corpo em sentido horizontal ou vertical) (Hill, 2014).

O principal receptor de sinais vibratorios sdos o0s 6rgdos subgenuais,
localizados no interior das patas dos insetos e formados por um conjunto de
sensilas denominadas escolopideos. Além destes 0rgaos receptores externos,
localizados na cuticula como as sensilascampaniformes e cerdas sensoriais
também podem receber e processar vibracdes (Kiuhne, 1982; Lakes-Harlan e
Straul3, 2014; Yack, 2016).

Comunicacdo em Percevejos durante o comportamento reprodutivo

O comportamento reprodutivo dos percevejos € mediado por uma série
de sinais de diferentes modalidades utilizadas em diferentes escalas espaco-

temporais.

O inicio do comportamento reprodutivo esta condicionado pela emisséo
do feromdnio sexual pelos machos que atua em longa distancia atraindo fémeas
para plantas proximas a eles (Borges e Blassioli-Moraes, 2017). Uma vez que
0s insetos estdo no mesmo substrato (planta) a comunicacédo € estabelecida

utilizando sinais vibratorios. A comunicacgao vibracional se inicia com a emisséo
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de sinais pela fémea (sinais de chamamento), aos quais 0s machos respondem
com um sinal de caracteristicas similares e estabelecendo um dueto. Durante
esta fase ocorre uma troca de informacdes, o sinal da fémea direciona 0 macho
gue se orienta para o local onde ela se encontra. Na etapa final, uma vez que os
insetos estao proximos ou em contato fisico os insetos mudam seu repertorio de
sinais emitindo cantos de acasalamento. Nesta etapa sinais de outra natureza,
como visuais e quimicos (hidrocarbonetos cuticulares), modulam uma série de
comportamentos que incluem o toque dos parceiros com movimentos
ascendentes e descendentes das antenas (antena¢ao), o movimento do macho
entorno da fémea (pivotamento) e o batimento do macho na parte posterior do
corpo da fémea para que esta adote posicdo de copula (Borges, 1987), durante
toda esta etapa os insetos emitem sinais vibratorios. As informagfes trocadas
nesta etapa finalizam com a copula (Virant-Dorbelet, 2006, Borges e Cokl, 2017)
(Figura 1).

Interferéncias:
Ruidos
ambientais

Longa Disténcia

= Rede de
interacdes
/ Condicoes

- Média

ambientais
= . ~ .
Distancia
Canal quimico
Unimodal / sinais
multicomponentes <t
3%
v oy
Diregao do fluxo do vento v Curta
b Distancia

Canais mecénicos

Sinais unimodais / Interagdes com feromonios

Canais Quimicos-Mecanicos-Visuais

Figura 1. Sequéncia da comunicacdo no comportamento reprodutivo de
percevejo. Sinais envolvidos, caracteristicas, canal de transmisséo e interacdes
(Adaptado de Cokl et al., 2020). Desenhado por Julia Dias Laumann.
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Comunicagdo quimica

Os feromdnios sexuais de percevejos sdo conhecidos desde a década de
1980 (Borges et al., 1987). Atualmente se conhecem os feromdnios sexuais de
~45 espécies de percevejos em relacdo a sua estrutura e funcéo. (Blassioli-
Moraes e Borges, 2017, Weber et al., 2017). Em forma de um breve resumo pode
se destacar que, em geral, os ferombnios sexuais s&o formados por
sesquiterpenos ou acetatos e a sua funcédo principal € a de atrair coespecificos.
No caso das espécies neotropicais estudadas os feromoénios sexuais tem como
funcdo principal atrair, principalmente, as fémeas, ja nas espécies nearticas os
feromoOnios podem atrair ambos 0s sexos e as ninfas, atuando assim como
compostos de agregacao (Borges e Blassioli-Moraes, 2017). Os percevejos
ainda produzem complexas misturas de feromonios de alarme, com fungao
defensiva, formadas por moléculas pequenas de 6, 8 ou 10 carbonos que se
arranjam em forma de (E)-2-alcenais, 4-oxo-(E)-2-alcenais, alcoois, acetatos e
hidrocarbonetos lineares, neste ultimo caso caracteristicos dos adultos (Weber
et al., 2017).

Dentre os percevejos que tiveram seus semioquimicos estudados, esta o
percevejo marrom E. heros, praga de grande importancia agricola. O feroménio
sexual de E. heros é liberado somente pelos machos, e € composto pelos ésteres
metilicos 2,6,10-trimetiltridecanoato de metila (compondo 44%), 2E, 4Z-
decanodienoato de metila (compondo 53%), sendo esses 0S compostos
majoritarios, e 2,6,10-trimetildodecanoato de metila (compondo 3%), como
composto minoritario (Aldrich et al., 1994, Borges e Aldrich, 1994, Borges et al.,
1998 e Zhang et al., 2003).

As fémeas de E. heros apresentam o comportamento de atracdo quando
em contato com o feroménio do macho (Borges et al., 1998). Ndo somente ao
extrato natural, mas em campo, as fémeas foram atraidas as armadilhas
contendo septos impregnados com o0 composto majoritario, 2,6,10-
trimetiltridecanoato de metila do feromonio (Borges et al., 2011, Silva et al.,
2014).
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Outro tipo de sinal quimico utilizado pelos percevejos podem ser 0s
hidrocarbonetos cuticulares. Nos insetos os hidrocarbonetos cuticulares sao
produzidos nas células oendcitas da cuticula e secretados através de ductos
celulares para a epicuticula (Chapman, 2012). Sua funcao principal é fisica,
evitando a dessecacdo e protegendo contra a invasao de microrganismos
(Howard & Blomquist, 2005). No entanto, também atuam no reconhecimento

entre espécies através da presenca de compostos especificos (Blomquist, 2010).

A composi¢do quimica e sua fungdo no comportamento reprodutivo dos
percevejos é praticamente desconhecida. Se propde que estes compostos
podem ser relevantes em duas etapas do comportamento reprodutivo. Durante
a antenacdo uma vez que podem fornecer informacdes da identidade especifica
e sexo dos individuos e durante a procura de parceiros mediante o0s
hidrocarbonetos que os insetos depositam no substrato ao se deslocar, deixando
assim um rastro quimico. A informacao disponivel até 0 momento sugere que a
composicao dos hidrocarbonetos cuticulares de percevejos apresenta variagcoes
interespecificas e entre os sexos (Colazza et al., 2007, Lagda et al., 2020),
sustentando assim a hipotese de que podem ser uma boa fonte de informacéo
para os insetos. Isto foi comprovado para os parasitoides de ovos de percevejos
(Hymenoptera: Scelionidae) que reconhecem os rastros de percevejos e 0s
utilizam como pistas quando forrageam por hospedeiros (Borges et al., 1999) e
para discriminar espécies ou sexo selecionando aqueles do seu hospedeiro

preferencial (Colazza et al., 2007, Lag6a et al., 2020).

Comunicacéo vibracional

A comunicacdao vibracional em percevejos foi descrita pela primeira vez
uns 50 anos atrds em Nezara viridula (Cokl et al., 1972). Na atualidade se
conhecem os repertérios dos sinais vibratérios de 36 espécies de percevejos
(Cokl et al., 2017a). Em geral, os sinais podem ser classificados segundo o
contexto comportamental como: sinais de chamamento, acasalamento, copula,

repeléncia e rivalidade (Cokl et al., 2017b).
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Os sinais vibratérios de percevejos sao produzidos pela vibracdo dos
primeiros escleritos abdominais, movimentados por musculos especiais. No
percevejo N. viridula, o primeiro e o segundo tergitos abdominais sé&o fundidos
em uma placa tergal, a qual pode mover-se para frente e para tras. Ela é fixada
por uma membrana quitinosa, anteriormente ao térax e posteriormente ao
terceiro tergo abdominal. Os musculos compressores longitudinais e laterais da
placa tergal ao contrair-se movimentam a placa e originam as vibragdes do corpo
(Zorovi€, 2005). Esta vibragcao é transmitida através das pernas, que atuam como
“molas”, para propagar o sinal para superficie das plantas (Cokl e Virant-
Doberlet, 2003).

Os sinais vibratérios produzidos pelos percevejos sao de baixa
frequéncia, na faixa de 50 a 200 Hz, e grande parte dos sinais ficam em torno
100 Hz (Cokl e Virant-Doberlet, 2003). Esta caracteristica esta relacionada com
as propriedades mecanicas das plantas, uma vez que os tecidos vegetais atuam
como filtros de alta frequéncia para os sinais (Miklas et al., 2001, Cokl et al.,
2005). Isto junto a efeitos de ressonancia e de reflexdo (eco) das vibragdes nas
interfaces entre os tecidos das plantas e o ar permitem transmitir os sinais
vibratérios em distancias maiores de 2 metros (Cokl et al., 2005), inclusive para

plantas vizinhas (Kavcic et al., 2013).

Uma das caracteristicas dos sinais vibratorios é sua especificidade
determinada pelos padrbes espectrais (Figura 2) (frequéncia dominante e
subdominante, amplitude dos picos de frequéncia) e, principalmente, padrées
temporais (duracao dos pulsos, intervalo entre pulsos e nimero de pulsos numa
sequéncia) (Virant-Doberlet e Cokl, 2004) (Figura 2). A informac&o coletada até
o0 momento indica claramente que o reconhecimento e discriminacdo entre
espécies e sexo é influenciada por essa arquitetura dos sinais vibratorios
(padrdes temporais e espectrais) (Zuni¢ et al., 2011, Silveira et al., 2019). Estas
caracteristicas ainda definem o reconhecimento intrapopulacional, como foi
demonstrado para populacdes de N. viridula de diferente origem geografico, em
gue os machos responderam preferencialmente para os sinais das fémeas da
sua propria populacéo (Cokl et al., 2000). Assim a estrutura especifica dos sinais
vibratorios de percevejos é determinante para o reconhecimento e isolamento

reprodutivo mesmo em espécies muito proximas (Laumann et al., 2016).
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Embora a comunicacao vibracional ofereca aos insetos um canal mais ou
menos privado, as interferéncias de organismos que exploram estes sinais,
como competidores ou inimigos naturais, para extrair informacao relevante, nao

é totalmente evitada.

Por exemplo, em situacdes nas quais varios individuos estdo na mesma
planta, podem se originar situacdes de competicdo na qual os machos e as
fémeas podem emitir sinais diferentes dos de corte e acasalamento,
caraterizados como sinais de rivalidade (Blassioli-Moraes et al., 2005, 2014; Cokl
et al., 2017b, 2020). Os sinais de rivalidade caracterizam a disputa pelo acesso
ao parceiro sexual, e o vencedor silencia o rival que se afasta (Cokl et al., 2017b),
em alguns casos também ocorrem disputas fisicas durante o comportamento de
rivalidade (Moraes et al., 2014, Cokl et al., 2017).

Sinais de percevejos de outras espécies também podem influenciar no
comportamento sexual, prejudicando os machos a se orientarem em direcao as
fémeas coespecificas que estdo emitindo sinais de chamamento nas plantas
(McNett et al., 2010, 2011). Todavia, sinais bidticos ndo sdo os Unicos que
influenciam o comportamento de percevejos, pois vibracbes ocasionadas por
chuva e vento (ruido ambiental) podem interferir na comunicacgéao, dificultando a

transmissao e identificacdo dos sinais (McNett et al., 2010).
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Figura 2. Oscilogramas e espectro de frequéncias do som de chamamento de
trés espécies de percevejos mostrando a clara diferenca na estrutura temporal e
espectral dos sinais. Fotos: Chinavia impicticornis e Euschistus heros (Cecilia
Vieira), Thyanta perditor (Raul Laumann)

Percevejos praga e potencial de manejo com aplicacdes da biotremologia

Os percevejos sao pragas primarias das principais culturas de gréos no
Brasil (soja, feijao, milho) (Panizzi, 1997; Panizzi, 2013; Panizzi e Lucini, 2017,
Aquino et al., 2019) e nos ultimos anos a sua incidéncia tem se estendido a
outras culturas, tendo relatos de ataques severos em algodao, por exemplo
(Soria et al., 2017).

Estes insetos atacam a soja durante o periodo reprodutivo (Panizzi, 2013),
sugando as vagens e graos e causando dano direto e também indireto pela
transmissdo de fungos (Correa-Ferreira et al., 2009) ou por gerar distarbios

fisiologicos na planta (Boethel et al. 2000). Pelo menos 15 espécies de
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percevejos estdo relacionadas com a soja, e na atualidade Euschistus heros
(Fabricius) é a espécie mais relevante pela sua ampla distribuicdo geografica e

abundancia na cultura (Panizzi e Luccini, 2013, Aquino et al., 2019).

Os meétodos de controle destas pragas se fundamentam, quase que
exclusivamente, no uso de inseticidas sintéticos com 0s consequentes riscos e
efeitos negativos para o meio ambiente e saude humana (Corréa-Ferreira, et al.,
2009, Panizzi, 2013, Bortollo et al., 2015). Adicionalmente, o uso continuado de
principios ativos a base de organofosforados tem favorecido o desenvolvimento
de populacdes resistentes (Sosa-Gémez e Silva 2010), sendo este problema é
agravado apés a retirada do mercado dos principios ativos metamidofés e
endossulfam, nos anos 2011 e 2013 respectivamente (Diario Oficial da Uniao,
2010, 2011),

Esta situacdo torna relevante a procura por metodos alternativos de
controle que fornecam ferramentas mais seguras e sustentaveis a longo prazo.
A possibilidade de interferir no comportamento sexual dos insetos, e
consequentemente no seu sucesso reprodutivo, € uma das estratégias com
grande potencial para o manejo eficiente de suas populacdes (Laumann et al.,
2017).

A aplicacao da biotremologia para o manejo de pragas tem sido proposta
e avaliada em diferentes grupos de insetos (Cokl e Millar, 2009, Polajnar et al.,
2015, Laumann et al., 2017, Takanashi et al., 2019). Entre os usos identificados
destacam-se as aplicacdes para monitoramento de pragas, seja com métodos
de deteccdo diretos (incorporacdo de sinais vibratorios em armadilhas) ou
indiretos (registro e identificacdo dos sinais vibratérios no habitat dos individuos)
(Laumann et al.,, 2017), ou para controle via a técnica de disrupcao do

acasalamento, utilizando sinais vibratorios de interferéncia (Erikson et al., 2012).

Especificamente para os percevejos tem se proposto a incorporacao de
sinais vibratérios em armadilhas de monitoramento. A atracao para armadilhas
com ferombnios €é uma técnica de monitoramento de percevejos
comprovadamente eficiente para o monitoramento populacional (Millar et al.,

2002, Borges et al.,, 2011, Laumann et al., 2011). Entretanto a captura dos
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insetos e precisdo das armadilhas podem ser aprimoradas com a incorporacao
de outros sinais relacionados ao comportamento reprodutivo dos insetos, como
0s sinais vibratorios. Outra forma de aplicagdo em campo de sinais vibratdrios é
0 uso de sinais disruptivos, que podem ser utilizados para repelir ou interferir na
comunicagdo dos percevejos. Entre outros, podem se identificar sinais de
competidores (sinais de individuos da mesma espécie/sexo ou sinais de
individuos de outras espécies) ou antagonistas (predadores) que podem ter
efeitos repelentes ou inibidores da comunicagdo (Laumann et al., 2017). O
potencial disruptivo de vibracdes, apresentadas aos percevejos como ruido
ambiental, foi comprovada para o percevejo marrom. E. heros. Neste caso
vibracdes artificiais de tom puro entre 75 e 200 Hz tiveram um forte efeito inibidor
da copula. Entretanto em experimentos de longa duracéo o efeito foi reduzido
(Laumann et al., 2018).

Embora nos ultimos anos o conhecimento em relacdo a comunicagao
vibracional de percevejos tenha tido um progresso importante ainda, existem
algumas lacunas de conhecimento que devem ser preenchidas. Cokl e
colaboradores (2017) identificaram as interagcdes grupais entre individuos
coespecificos e heteroespecificos, as interacfes de sinais multimodais e sua
capacidade para modular o comportamento dos insetos, e o efeito do ambiente
(plantas hospedeiras e fatores climaticos) na comunicagdo vibracional como

pontos relevantes que ainda néo foram suficientemente explorados.

Os trabalhos de pesquisa desta tese estiveram orientados a abordar
alguns dos aspectos da comunicacdo vibracional de percevejos, destacados
acima, para contribuir com o avanco dessa linha de conhecimento.
Adicionalmente os trabalhos tiveram uma orientagcdo que visou avaliar a

possibilidade da sua aplicacéo para o manejo de percevejos praga.

Para isto foram selecionadas trés espécies como modelo de estudo. O
percevejo marrom, Euschistus heros e dois percevejos verdes, Chinavia ubica e
Chinavia impicticornis (Figura 3). Como mencionado anteriormente E. heros é a
principal praga da soja no Brasil. Esta espécie tém uma ampla distribuicédo
geografica na regido Neotropical, desde América Central até a Argentina e

Uruguai (Panizzi e Lucini, 2017). As espécies de Chinavia, consideradas como
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pragas secundarias da soja, sdo encontradas em baixas densidades nas culturas
(Aquino et al., 2019). Estas espécies tem uma distribuicdo geografica similar nas

regides tropicais e subtropicais da América do Sul (Panizzi e Lucini, 2017).

Estas espécies tém repertorios de comunicagao vibracional diferentes e
altamente especificos fazendo delas modelos interessante para comparar as
reacdes frente a diferentes estimulos e condicdes.

Os sinais de E.heros foram identificados por Blassioli-Moraes e
colaboradores (2005) e os de C. impicticornis e C. ubica por Laumann e
colaboradores (2016). O repertério basico destas espécies inclui um sinal de
chamamento, chamado de FS1 (do inglés Female Song 1) em E. heros e de FS-
la em Chinavia sp., seguido pela resposta dos machos, MS1 (do inglés: Male
Song 1). Estes cantos apresentam as caracteristicas de se apresentarem como
pulsos ou trém de pulsos relativamente curtos (1000 a 3000 ms de duracéo)
repetidos regularmente (tempo de repeticdo conservado). Ap0s a emissao
destes sinais de chamamento e quando 0s insetos se encontram proximos ou
em contato fisico, a comunicacdo evolui com a emissdo dos cantos de
acasalamento que em E. heros se manifestam como FS-1 e MS-2 e em
Chinavia ubica como uma alternancia de cantos FS-1a e sua evolucéo para o
FS-1b e MS-2. O canto FS-1b das fémeas ¢é tipico das espécies de Chinvaia e
se caracteriza pela fusdo de pulsos do trem de pulsos original do canto FS-1a.
Estes cantos se emitem em forma de dueto, alternando pulsos ou trem de pulsos
entre machos e fémeas e se caracterizam por apresentarem pulsos ou trem de
pulsos longos (em geral com duracao superior a 3000 ms) e irregulares tanto na
sua duracdo como no tempo de repeticdo. Os duetos sdo mantidos até o inicio
da cépula (Blassioli-Moraes et al., 2005, Laumann et al., 2016). No caso de
E. heros tem se descrito ainda um canto de copula (MS-3) emitido na etapa de
pivotamento e, em alguns casos apos inicio da cOpula (Blassioli-Moraes et al.,
2005) (Tabela 1 e Figura 4).
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Euschistus heros (Fabricius, 1798)

Chinavia ubica (Rolston, 1983} Chinavia impicticornis (Stal, 1872)

Figura 3. Fotos demosntrando aspectos fisicos das espécies de percevejo
Euchustus heros, Chinavia ubica e Chinavia impicticornis. Fotos de Cecilia
Vieira.
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Tabela 1. Pardmetros temporais e espectrais dos sinais das espécies de percevejos utilizadas
como modelo de estudo. Valores médios +SD.

Duracéo (ms) Tempo de repeticdo (ms) Frequéncia
dominante
Espécie Sinal Trem de Pulso Trem de Pulso e
pulso pulso
E. heros FS1 NA 925+186 NA 2748+329 11144
C. impicticornis FS-la 38861250 195+32 110081856  233+29 92+1
C. ubica FS1-1a 1878+153 142+22  4191+1130 19654 106x2
E. heros MS1 NA 6839+1873 NA 16105+9103 1074
C. impicticornis  MS1 49714535 214+34 NA 231+23 91+2
C. ubica MS1 1740+193 16327 NA 190+22 1051
E. heros FS2 5663+1198 NA NA 152+7
C. impicticornis FS-1b  1048+112 235+59 30781204 NA 770
C. ubica FS1-1b 1350+204 138,8+28,2 3020+888 169+21 109,2+0,7
E. heros MS2 NA 44074582 NA NA 105+3
C. impicticornis  MS2 196+16 NA 244+18 NA 97-104
C. ubica MS2 NA 387+339 NA 485+253 104-135

Referéncias: NA= N&o aplica, FS=sinal de fémea, MS= sinal de macho. Identificado por Blassioli-
Moraes et al. (2005), e Laumann et al. (2016).
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Figura 4. Repertdrio de sinais das espécies utilizadas neste trabalho mostrando
oscilogramas de sequencias de pulsos ou trém de pulsos e detalhes de pulsos
ou trém de pulsos. FS= sinal de fémea, MS= sinal de macho.
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Objetivos e Estrutura da Tese

Objetivo Geral
Este trabalho tem como objetivo principal aprofundar os conhecimentos
na comunicacao vibracional de percevejos, visando sua aplicagdo no manejo de

pragas.

A tese esta organizada nos seguintes capitulos:

Capitulo I: INTERACOES INTRAESPECIFICAS, RIVALIDADE ENTRE FEMEAS
E SEUS EFEITOS NA COMUNICACAO VIBRACIONAL DE PERCEVEJOS

Objetivos: 1- Investigar interagOes intraespecificas entre fémeas de percevejos
visando identificar sinais de rivalidade.
2- Avaliar o potencial dos sinais de rivalidade para que interferir ou

inibir a comunicacéo intraespecifica e o comportamento reprodutivo;

Capitulo Il: RELACOES INTERESPECIFICAS, INTERACOES ENTRE
PERCEVEJOS HERBIVOROS E PREDADORES E SEUS EFEITOS NA
COMUNICACAO VIBRACIONAL DE PERCEVEJOS

Objetivos: 1- Investigar interacdes interespecificas de sinais vibratorios de
percevejos fitdfagos e predadores avaliando os efeitos na comunicacéo
vibracional das espécies

2- ldentificar sinais com potencial para interferir ou inibir a

comunicacao vibracional e o comportamento reprodutivo de percevejos fitéfagos;

Capitulo 1Il: COMUNICACAO MULTIMODAL, INTERACOES ENTRE SINAIS
QUIMICOS E SINAIS VIBRATORIOS E SEUS EFEITOS NA COMUNICACAO
SEXUAL DE PERCEVEJOS

Objetivo: Desenvolver estudos de comunicacdo multimodal em percevejos,
pretendendo estabelecer a interacdo entre sinais de diferentes modalidades

(quimicos e vibratorios) no comportamento reprodutivo destes insetos;
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Capitulo IV:INFLUENCIA DE FATORES ABIOTICOS NA COMUNICA(;AO
VIBRACIONAL DE PERCEVEJOS
Objetivos: 1-Avaliar a influéncia de vibragfes originadas por fatores abioticos
(vibracBes originadas por vento ou chuva) na comunicagdo vibracional de
percevejos

2- Avaliar o potencial de interferéncia ou inibicdo na comunicacéo
vibracional e comportamento reprodutivo dos percevejos fitbfagos das vibracdes
originadas por fatores abioticos;

Capitulo V: POTENCIAL DE SINAIS DE CHAMAMENTO DE E. heros PARA
ATRACAO DE COESPECIFICOS PARA APLICACAO NO MONITORAMENTO
DE POPULACOES
Objetivo: 1- Determinar se sinais de chamamento de fémeas ou machos de
E. heros tem potencial de atracdo de coespecificos

2- Avaliar a eficiéncia de incorporacgéo de sinais vibratorios de E. heros

em aramdilhas de monitoramento para atracéo e captura de machos e fémeas.

PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS
GERAIS

Nesta secdo se apresentardo o0s protocolos basicos de pesquisa que
foram utilizados para execucdo dos experimentos realizados em todas as
atividades deste trabalho. O intuito é descrever os procedimentos basicos e de
uso comum nos experimentos de todos os capitulos da tese, para evitar
repeticdes ao longo do texto. Esta secédo de Procedimentos experimentais gerais

sera nomeada ao longo do texto como PEG.
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Todas as atividades de pesquisa se desenvolveram no Laboratério de
Semioquimicos da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. As atividades
foram financiadas com recursos do projeto FAPDF "Comunicacao vibracional de
percevejos: desenvolvimento de tecnologias para aplicacdo no manejo de
pragas"- Processo: 193.000.978/2015.

Criacao de Insetos

Os percevejos fitdfagos Euschistus heros (Fabricius, 1794),
Chinavia ubica (Rolston, 1983) e Chinavia impicticornis (Stal, 1872) (Hemiptera:
Pentatomidae), foram criados segundo a metodologia descrita por Borges e
colaboradores (2006). Os adultos foram mantidos em gaiolas de plastico de 8 L
e alimentados com dieta natural consiste em vagens frescas de feijao,
Phaseolus vulgaris (L.) (8 a 10 vagens por gaiola) e sementes de amendoim
(Arachishy pogaea L.), soja (Glycinemax (L.) Merril) e girassol
(Helianthus annus (L.)) coladas com cola branca (ndo toxica, lavavel) em

cartelas de papel (10 cm de comprimento x 8 cm de largura).

Como complemento da alimentacdo e para manter humidade e prover
fonte de agua foram colocados nas gaiolas potes de plasticos de 200 mL cheios
de vermiculita humedecida com agua, e ramos frescos de boldo-de-jardim,
Plectranthus barbatus Andrews, e boldo chileno, Peumus boldus Molina (Silva et
al. 2019). Estas gaiolas foram tampadas com um tecido tipo organza, o qual foi
preso com a tampa plastica dos potes, as quais foi retirada a parte central, para
permitir a ventilacdo. Telas de nylon de 15 cm2 foram colocadas nas gaiolas,

juntamente com pedacos de algod&o servindo como substrato para oviposi¢ao.

Os ovos coletados foram colocados em placa de Petri (9 cm de diametro)
junto com uma vagem de feijdo para manutencdo da umidade e alimentacéo das
ninfas. Apds a ecloséo das ninfas, estas foram mantidas nas placas até atingirem
0 segundo instar. A partir desse estagio as ninfas foram transferidas para gaiolas
de plastico contendo a dieta descrita anteriormente. Todas as col6nias foram
mantidas em salas climatizadas 26,0 + 0,5°C e 65 + 10% UR com fotoperiodo de
14hL:10h0O (Figura 5).



33

Figura 5. Sala de manutencédo do percevejo com vista parcial da colénia de E.
heros. Laboratério de Semioquimicos da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia.

Todos os insetos utilizados nos experimentos foram mantidos segundo a
descricdo anterior e estavam com 10-20 dias de fase adulta e virgens (Silva et
al. 2015). Para certificar que 0s insetos eram virgens, assim gque acontecia a
Ultima ecdise os machos e fémeas eram individualizados, pelas caracteristicas
da genitalia externa e mantidos em gaiolas e salas de criacdo separadas até

serem utilizados nos experimentos.

Cultivo das Plantas

Sementes de feijao, P. vulgaris foram plantadas em vasos de plastico de
10,5 cm de altura e 11 cm de didmetro, com furos no fundo, preenchidos de solo
estéril, enriquecido com NPK 10:10:10, e substrato para crescimento de plantas
(Tropstrato HA Hortalicas) misturados em por¢des iguais. Estes vasos foram
mantidos em casa de vegetacao para germinacdo e crescimento, a temperatura

de 27°C e luz complementar para 14 h de fotofase.
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As plantas foram regadas diariamente, e utilizadas 25 a 35 dias apos a
germinagdo, quando estavam no estagio vegetativo 2 ou 4, com duas folhas
unifolioladas ou duas folhas unifoliadas e dois trifélios e com 15 a 20 cm de altura.
A escolha das plantas de feijao para a realizagdo dos experimentos se
fundamenta em que elas sdo um excelente modelo para registro de sinais
vibratérios e de transmiss&o e retransmissao (playback) de sinais (Cokl 2008).
Adicionalmente as plantas de feijao no estagio vegetativo 2 sdo 6timos modelos
para os experimentos de escolha ao apresentar no estagio vegetativo 2 duas
folhas unifoliadas opostas e com superficie adequada para alojar os insetos.
Estas plantas de modelo transmitem eficientemente os sinais vibratérios com
variacdes de intensidade étimas para a execucdo de experimentos e observacao
da resposta comportamental dos insetos (Laumann et al., 2007). Adicionalmente
nos experimentos onde foram utilizados dois insetos ou mais se utilizaram

plantas no estagio V4 para aumentar a superficie disponivel para os insetos.

Registro dos sinais vibratorios

Todos os experimentos com sinais vibratorios foram realizados, em salas
especialmente condicionadas com temperatura mantida entre 25 a 27°C, e no

periodo das 08:00 h as17:00 h, horéario de atividade dos percevejos.

As salas possuiam isolamento acustico e foram adaptadas para reduzir
ao maximo a interferéncia de sinais eletromagnéticos. Nestas salas as paredes
foram revestidas com espuma acustica e o piso elevado com uma plataforma de

madeira preenchida com pérolas de poliestireno (isopor).

Para reduzir as vibragcbes ambientais, as plantas ou outros substratos
utilizados para o registro dos sinais vibratérios foram colocados sobre placas de
isopor, posicionadas sobre uma prancha de granito, a qual ficou apoiada em 5
camaras de ar cheias, uma em cada ponta e uma no meio, dispostos sobre uma

mesa de madeira, a qual ficou sobre um tapete de borracha.

Para o registro dos sinais usou-se um vibrémetro laser portétil (PDV 100,

Polytec, Waldbronn, Germany), que permite obter o registro dos sinais vibratorios



35

diretamente das plantas ou outros substratos sem contato direto com a superficie
(figura 6). O equipamento utiliza o sistema doppler e um decodificador de
velocidade digital para medir a velocidade de deslocamento das particulas de
uma superficie em vibragdo. Possui um intervalo de operacédo de 0,5 Hz a 22
KHz, 3 intervalos de medicéo 5, 15 e 1225 mm/s/V e 3 escalas de medicao de

velocidade com limites de 20, 100 e 500 mm/s.

Para as medic¢des o raio laser do vibrometro, utilizado com sensibilidade
de 100 mm/s, foi apontado perpendicularmente a uma fita adesiva refletiva, 1 cm
x 1 cm, colado nos substratos onde os sinais vibratérios dos insetos foram
registrados (plantas ou arenas de vidro ou acrilico). Essa fita tem como funcéo
otimizar a reflexdo do feixe luminoso do laser, maximizando o registro das
vibracdes diminuindo qualquer ruido ambiental na captacéo do sinal. O laser foi
posicionado a uma distancia de 20 a 40 cm das superficies de medicao. Nas
plantas os registros foram realizados a, aproximadamente 5 cm acima da
superficie do solo e em outros substratos em posicédo proxima (5 a 10 cm) da

localizagéo dos insetos.

e

VWIS

Figura 6. Sala com isolamento acustico e equipamentos utilizados nos
experimentos. Laboratério de Semioquimicos, Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia. Foto: Douglas Maccagnan.
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Os sinais emitidos pelos insetos, e retransmitidos nas superficies, foram
captados pelo vibrémetro e transferidos, sem amplificacdo, a uma placa de audio
externa USB (Creative Sound Blaster X-Fi Surround 5.1), para digitalizar o sinal.
A placa foi conectada a um computador, o qual armazenou 0s sinais em arquivos
no formato .wav (24 bit, 96 kHz, 100 dB relacao sinal/ruido) utilizando o software
Coll Edit Pro (Syntrillium Software 2001) (Figura 7).

Durante a execucdo dos experimentos o monitoramento dos sinais
vibratérios em tempo real foi realizado por meio da placa de 4udio tanto em forma
acustica, com auxilio de fones de ouvidos como visual mediante a observacéo

dos oscilogramas dos sinais emitidos pelos insetos gerados pelo software.

Gravacéo do
sinal

Vibrémetro
laser

Planta de
Feijéo Monitoramento
em tempo real

Figura 7. Esquema do arranjo para registro e armazenamento de sinais
vibratorios de percevejos.

Para evitar a geracao de arquivos digitais de grande tamanho os registros
dos sinais vibratorios foram realizados em intervalos de 10 min. E nomeados em

sequéncia numérica para identificar os arquivos do mesmo experimento.
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Previamente a analise os arquivos armazenados no computador foram
filtrados. Para isso, ruidos ambientais da sala foram gravados todos os dias, e 0
ruido referente a cada dia foi usado para depurar os arquivos de bioensaios com
a ferramenta NoiseReducion do programa Cool Edit Pro. Retirando os ruidos
ambientais e permanecendo somente as vibragdes de interesse, no caso 0S

sinais dos percevejos.

Andlises dos sinais vibratérios

Os sinais vibratérios dos insetos foram classificados segundo a sua
sequéncia de aparicdo nos registros e 0s comportamentos aos que estdo
associados, utilizando a terminologia de Broughtnon (1963), os componentes
dos sinais foram classificados como:(1) pulso, um pulso € definido como uma
parcela homogénea unitaria de vibragdo com intensidade acima do nivel de ruido
e de duracdo finita, (2) trem de pulsos, grupo de pulsos repetiveis e
temporalmente distintos e (3) cancéo ou canto, uma sequéncia de pulsos ou trem
de pulsos com inicio e fim claramente identificaveis, a classificagcdo dos cantos
se faz utilizando o contexto comportamental em que sdo emitidas podendo ser

de chamamento, acasalamento, copula, rivalidade, etc. (Figura 8).
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Cancao

Durac¢éo do trem de pulsos

Intervalo entre pulsos
Tempo de repeticdo

Trem de pulsos

Pulso

Figura 8. Representacdo dos parametros temporais de sinais vibratorios de
percevejos e os critérios utilizados para quantifica-los. Na figura se observa o
canto de chamamento (FS-1a) de fémeas de Chinavia ubica segundo descrito
em Laumann et al. (2016).

Os sinais vibratérios foram caracterizados pelos seus parametros
temporais e espectros de frequéncia. Os parametros espectrais considerados
foram frequéncia dominante (Hz, frequéncia com maior intensidade no espectro)
e namero de harmonicos (picos de frequéncia multiplos da frequéncia do primeiro
harménico (frequéncia fundamental)), quando presentes. Os parametros
temporais medidos foram duracdo do pulso/trem de pulsos (ms), considerando
inicio e fim as oscilacdes registradas acima do nivel de ruido, tempo de repeticédo
(ms, intervalo entre o inicio de um pulso/trem de pulso e o seguinte) e intervalo
entre pulsos/trem de pulsos (ms, intervalo entre a finalizagdo de um um

pulso/trem de pulsos e inicio do proximo) (Figura 8).

Para analisar os parametros dos sinais vibratorios presentes nos arquivos
foi utilizado o programa SoundForge (Sonic FoundrySoundForge 4.0). Este

programa gera os oscilogramas dos sinais, e permite a medicédo dos parametros
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temporais. Também gera os espectros das ondas pela fungdo Spectrum Analise,
que fornece os valores da amplitude, frequéncia e nimero de harménicos da
frequéncia dominante. Todos os valores foram tabulados para realizar as

analises estatisticas dos dados.

Experimentos de retransmisséo dos sinais (playback)

Para a retransmissao dos sinais vibratorios em superficies teste, utilizou-
se um excitador eletrodindmico (“mini shaker” Modelo 4810, Bruel&Kjaer,
Naerum, Denmark), que possui uma faixa de frequéncia de DC - 18 kHz e
deslocamento maximo de pico a pico de 4 mm (Figura 9). Nos experimentos
reproduziram-se programas de estimulacdo construidos a partir de sinais
previamente gravados. As sequéncias de sinais vibratorios selecionadas para os
programas de estimulagdo foram inseridas num novo arquivo e a intensidade
ajustada e normalizadas para os valores de emissédo natural registrados em
substratos ndo ressonantes (alto-falantes), para que retransmitisse através do
substrato de forma mais semelhante possivel ao emitido naturalmente pelos
insetos. Os programas de estimulacédo foram criados segundo 0s objetivos de
cada experimento e armazenados em arquivos .wav (24 bit, 96 kHz, 100 dB
relacdo sinal/ruido) os detalhes de cada programa de estimulacdo serdo

descritos em cada experimento em que foram utilizados.
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Gravacéo do
sinal

Reprodugéo
do sinal

Vibrémetro
laser

2

Minishaker —

Monitoramento
em tempo real

Figura 9. Desenho experimental de bioensaios de reproducédo de arquivos de
sinais vibratorios (experimentos de playback) em plantas de feijdo. Para
retransmitir os sinais utilizou-se um mini Shaker e para registro dos sinais
emitidos pelos insetos um vibrémetro a laser.

Os programas de estimulacéo foram reproduzidos utilizando a funcéao de
reproducao em "loop" do software SoundForge. O computador foi conectado a
uma placa de audio e posteriormente conectada ao minishaker. A amplitude de
emissao dos sinais retransmitidos foi mensurada diretamente no cone vibratério
do minishaker utilizando o vibrémetro laser e o nivel das emissdes ajustado para
aquele naturalmente emitido pelos insetos. No cone vibratério do minishaker foi
ajustada uma agulha de aco de (5 cm) com uma ponta agucada que foi colocada
em contato direto com as superficies a serem vibradas. ApGs o ajuste deste
dispositivo a transmissao dos sinais foi avaliada medindo, a superficie vibrada,

a intensidade dos sinais utilizando o vibrémetro laser (Figura 9).
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INTERACOES INTRAESPECIFICAS,
RIVALIDADE ENTRE FEMEAS E SEUS EFEITOS
NA COMUNICACAO VIBRACIONAL DE
PERCEVEJOS
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Este capitulo teve como objetivos investigar interacdes intraespecificas
entre fémeas de percevejos visando identificar sinais de rivalidade e avaliar o
potencial dos sinais de rivalidade para que interferir ou inibir a comunicagéo
intraespecifica e o comportamento reprodutivo. Em experimentos com grupos de
3 fémeas e um macho ou com casais (uma fémea e um macho) foram avaliadas

as seguintes hipéteses:

1. Fémeas em grupos, assim como os machos, quando expostas a uma
situacdo de competicdo desenvolvem interacdes de rivalidade que
incluem sinais vibratérios caracteristicos.

2. A reproducao (playback) dos sinais de rivalidade de fémeas e machos
inibem a comunicacéo vibracional de seus coespecificos.

3. A presenca de sinais vibratorios de rivalidade, em forma de ruido

ambiental, reduz a proporcao de copula dos casais expostos.

A maior parte dos resultados das atividades de pesquisa deste Capitulo
ja foram publicadas ou estdo em processo de publicacdo. Desta maneira se
apresentardo aqui um trabalho ja publicado na revista Journal of Insect
Behaviour, um trabalho submetido e aceito para publicacdo na revista Insects
(Special Issue, Special Issue Behavioral Manipulation for Pest Control) e

resultados que ainda n&o foram publicados.
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Abstract In the field male pheromone attracts stink bugs to mest on the same plant
and triggers females to call a male by the emission of the calling song. As first among
Pentatomidas we descnbe female nvalry in Chinavia impicticorni, C. whica and
Fuschistus heros. Rivalry starts in O impicticormis by synchmonized exchange of the
first type of the fanale calling song pulse tmins and proceads by one of them either to
chanpge pulse rains from the first to the second type or to produce readily repeated
single pulses. Both reactions either inhibit calling of the rival female or mgger her to
nespond by alternation with the second type of the calling song pulse trams. Female
nvaly in C uhica differs by the emission of the rival song that replaces alternation with
the second type of the calling song typical for C. impictoomis. £ heros famales
swnchmonie pulses of the callng song dusts and induce emission of the female rival
song by one of them that partly inhibits singing of the other. These competitive
mnteractions in Chinavia species reduce the proportion of couples when compared with
single couples on a plant. Contrary to both Chinavia speass, E. heros female rovalry
does not inhibit male response male signals overlap female emissions and crente
complex vibrations with modified amplitude modulation pattern caused by
inter ference,
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Introduction

Ammal communication usually includes more than just sender and receiver becase
other conspecific or heterospecific indivmduak could interfere with mterchanged sig-
nals. This multiple plaver communication often happens in a communication network
with seveml conspecific or heterospecific senders, rivals or exploiters that eavesdrop on
signals (MceGregor and Peake 2000; Brndbury and Vehrencamp 2011). This network
context has been considered and studied in social group lwving animals and insects
(Pinter-Wollman et al. 2004), but in sexual ntemctions, only emitter-recever dvads
have been wsually conemplated (Vimnt-Doberlet et al. 2014).

With more than 2800 species the plant-dwelling stink bugs of the subfamily
Pentatominag (Heteroptera: Pentatomidag) represent a smaller but sconomically
mmpartant group of insects with well investigated biology, ecology, and feeding
habits (Gmza et al. 2015). Mating behavior 15 characterized by multimodal com-
munication with chemical (Borges and Blassioli-Moraes 2017) and vibratory (Cokl
et al. 2007) signals. Male pheromone attracts mates to gather on the same plant
(Borges et al. 1987) and triggers female calling by plant transmitted vibrational
signals (Zgonik and Cokl 2014). Species and gender specific plant-transmitted
signals have been described in more than 36 pentatomine species (Cokl et al.
2017) as result of mconding emissions of ong or two males placed together with a
single female on a non-resonant substrate (usually loudspeaker membrane) or on a
plant. Songs have besn determined acconling to the mating behavioral context as
calling, courtship, copulatory, repelling and rival songs. The latter were identified
and described only for males competing to copulate with the same female iCokletal.
2000, 2011; Blassioli-Moraes et al. 2005; Bagwell et al. 2008).

Questions conceming rivalry or any vibmtory mteraction between females have not
been mvestigated so far although ageregate distributions of males and females of
different species have been observed on the same plant in the field (Higuch 1992;
Tillman et al. 2009: Panize 2013; Panizx and Lucini 2006; Aquino 2016) We
mvestigated vibmtory interactions durng reproductive beéhavior of three pentatoming
species, Chinavia impicticomnis (Stal 1872), C. whica (Rolston 1983) and Fuschistus
herog (F. 1978) in a social environment where femalss compete to copulate with a male,
Sympatnc C impicticoms and C whios mates feed and mate m the feld on the same
host plants (Paniza et al. 2000) and recent mvestigation of their vibratory communi-
cation sugpessts that hybndisation between both species is preventad within the calling
phase of mating behavior (Laumarn et al. 2006). E. heros femal & emit one type of the
calling song signals (Blassioli-Moraes et al. 2005; Kaviid etal. 2013) that often overlap
male vibmtory responses. Interference significantly changes the tempoml and frequen-
¢y charaderistics of maskad vibmtions (Cokl et al. 2015).

We hypothesized that females in a group, as males, compete to get access 10 males.
Our prediction is that in competiion situations famales express rivalry by the exchangs
of vibmtory fval signals and'or by physical interactions before or during courtship
behavior. To confirm or reject this hypothesis we pheal on a plant two or thoee
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C. impicticomnis, C. uhica or E. heros females with a single conspecific male, recorded
their vibratory emissions and observed their behavior.

Methods
Insects, Plants and Growth Conditons

Expenments were conducted with at least 10 davs old adults of C. impicticomis,
C. whica and E. heros from colonies maintained at the Laborat drio de Semioquimicos
of EMBRAPA Recursos Genéticos ¢ Biotemologia, Brasilia (DF), Bmazil. Insects wene
reared in acchmatized rooms (26 = 1 °C, 65+ 10% RH, phowopenod 06:00-20:00) in
eight L tmnsparent plhstic containers and fed with a diet composed of water, offered in
plastic pots with cotton wad, green bean pods (Phaseofus vulgards L), dry soyvbean
seads (Glveine mar L), sunflower seeds (Wealionthus annuus L) and raw peanuts
(Arachix hypogaea L.). The diet was replhoed three times a week. Males and famales
wene separated after imagmal moult and maintained in sepamted rooms until they have
been used n expariments. Sovbean plants were grown in green house in sterilized soil
m 20 cm high and 15 em diameter pots. Experiments were conductad on sovbean plants
of V3 stage (Fehr et al. 1971) with 1627 high stem, two unifohae (aboat 7 = 7 cm)
and two tifohate (about 6 = 8 cm) leaves. New fresh plants were used for each species
amd were changed every 5 to 10 tested groups.

Recording

All experiments were conductad n a sound insulated mom dunng May and Augnst
2016 between 08:00 and 16:30 h. Vibmtiomal signals were registersd by a portable
digital laser vibrometer (PDV-100, Polytec GmbH, Waldbronn, Gemmany) from a
refled e tape (diameter <4 mm") fixed on the stem (4 cm above the soil) of plants in
pots placed on a shock-proof table. The laser beam was onented perpendicularly to the
stem. Laser meconded plant vibmtions were digitized by a sound cand (24-bit, 9%- kHz,
10018 signal-to-noise mtio, Sound Blaster Extigy, Creative Laboratories Inc., Milpitas,
California, USA) and stored on a computer by the use of Cool Edit Pro 2.0 softwane
(Syntllium Software 20001 — Fort Wayne, Indiana, USA) for further analysis with
Sound Forge, Version 6.0 (Sonic Foundry, Inc., Madison, California, USA) software.

Vibrational Signal Analysis

Songs produced by C. impicticormis and C. whica are labd led according to terminology
used by Laumann et al. (2016) as FS-1a or F5-1b for the first or the second type of
female calling song pulse tmins respectively, and as MS-1 or MS-2 for the male first
and second song. E heros female and male calling songs are labelled as FS-1 and MS-1
aording to terminology used by Blassioli-Moraes et al. (2005). The newly recorded
female rival song is labelled as FRS.

Songs wene described by temporal and spectml chametenstics of ther basic units.
Pulses are defined as unitary homogeneous parcels of vibration of finite duration
(Broughton 1963) and constitute E. Aeros FS-1 song The first and second type of
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. impicticormiy and C ubica FS-1 song are characteriasd by pulses grouped into distinet
pubie tmins. Pulses are describad by ther dumtion (the time between signal onset md end
when thar amplitude reached the noise level), repetition time (the time batween onsets of
o sequential signak) and interval (the time between two sequential signals). Pulse train
dumtion is describad as the time betwesn the onset of the first and end of the last puke,
repetition time as the time batween onsets of the first pulses of two sequential puke trains
mnd interval as the tme batween them Signal frequency characieristios ane described by
their dominant frequency and Fequency modulaton (FM) mesured from spectm and
sonogmms (FFT size 32,768, FFT overdap 9%, smoothing window Blackman-Harnis,
and display mnge 6080 dB). FM is definad as upwand or downward onented frequency
sweep and 18 expressed as the faquency difference measured af the signal onset and end
divided by signal duration.

Experimental Design

Two or three females were placed on different leaves of a sovbean plant and a
conspecific male was added after they stopped moving, Each female or male was
tested only once. Vibrational signals were reconded until the end of their emission. Ifno
fernale calling songs were registersd within 10 mun we termimated the test and
discardad msects of the group. Insects were monitored by direct observations and
their behavior and vibratory signal emissions were regitersd in an electronic sheet
considenng the sequence of insects placed on a plant. Behavioml catepories follow
those describad by Laumann et al. (2016) and are detailed in the Fig. 1.

l:'.'rl.muulpl-'\.'ln.rnr e shica Farcdminr bamu

i

Fig. | Saquence ol courtshp amnd metng hehavaour ol L mpcseomiy, O wbica ad E heros groups ol
lermales andd & male. Values nesr Imes represeni the profeinbiy ol imnabtomn between behavmous. Solxdk-lme
amows mebcaie the amilicanl irmabons (P <005) and deshed-lme amows the non-sagmbiicnl rEmsiom
(P =>0005). Hoxes represenl behanvaowural categones. - Copula, o-FID — Copubsied 2 non-copu bsied Female
Druet, o FIVSR apulsied an nonr-copulsted Female Dusl wath aliemsded FRS and F5-1a or F5-1h sgmak, o
FES — leamale rval song ermibied by & non-copul zted Emele mthe presenae of 2 copulated pamr, e-EFD Female
Druel Ravaby durmyg aypuls, ¢-% - Female Soke callmg m the presence ol a2 apulsied pamr, FLI - Famale Duet,
FDSR — Famale Dud ol allemeted FRS wath F5-12 or F5-1b mgmak, FF - Females Fighl smd sggresaon, FRTY
- Female Enalty Duet with FES symak, FRE — solo emmsson of FES, FSla - F&-1a, FSlb - F&-1h G -
Cimoup angme, MEL - Male and Female Dust, M5 — M5-1, RBESRE - Reprductive Behaoaor Stopped, Mo
Copulstnon observed, RFD—Rival Dust m L2 fmpicSioorniy by allemaied F5-1a and FS-1h amals, 5 — Female
Sok callmg m 2 grougy
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Drata Analvsis

Data from 36 trials of C impicticormis, 24 of C. ubica and 19 of E heros behavioml
sequences wene used to create the first-order Markovian tmnsition matrix of the total
frequency of transitions (Le. moving from one behavioral step to the next). The
repetition of a single beéhavior (self-transition) was not included in the records to avoid
the possible nfluence of the relative weight of transitins batween behaviors. Transi-
tion probabilities wene cakeulated from the observed frequency of a transition between
two events divided by the total number of ocourrences of the first event (Haccou and
Meelis 1992). The expected values of sach tmnsition were obtained by multiplying the
total values of each column and row of the respective transition and divading by total
number of tmnsibons observed (gand total) and the smtstical significance of the
individual transitions was evaluated by G-test at 5% significance level. The results
am shown grphically in ethogmms.

Duetting Chinavia spp. females showed a clear oneto-one alternation of well-
structured and synchmonized FS-la signals. Mean values of temporal (dumtion, repeti-
tion time and interval) and spectml (dominant frequency and FM) pulse tmin or pulses
parameters were calaulated and compared between individoals of the same group by
paired r-test. To check if females of both species synchmonize altemated signals in a
similar way the differences of pulse tmin pammeters batwem individuals of a pair in a
sequence of 15 signals of B pairs were analysed batween speaes by ANOVA repeatedly
measures, In addition, the variation coe ficient of the diferences batwem mdividuals
wene calculated and compared by a ~est. Altemation of F8-12'VS-1b or F5-10/FS-1b
signals is less regular, without longer lasting fully developed duets that does not allow
relevint statistical analysis. Inter-individual companson of female rival signal param-
eters of each species were conducted by the use of repeatedly measured ANOVA and
penemlized hnsar models with Poisson distribution for number of pulses/pulse train.
All analyses were performed in R software version 3.1.2 (R Development Comne Team
2011

Results
Mating Behavior and Vibratonal Interactions batween Femalkes and a Male

Ethograms of Fig. 1 show different seps (phases) of mating behavior and types of
vibmlory song emissions.

In both Chingvia species the presence of a male on a plant tnggered conspecific
females o emit the calling song (F5-1) constiited by pulse trams of the first (F5-1a)
and second (F5-1b) type (Laumann et al. 2016). F5-1a was mecorded as the first
emission in 29 of 36 tests in C impicticomis and n 22 of 24 tests in C whica.

F5-la as the frst female emission changes gmdwally to FS-1b in C. impicticomnis
and C whica (Fig. 2): only in one test with C whica the female started to call by pulse
tmins of the F5-1b type. MS-1 song was in both Chinavia spedes recorded as the
response to the female calling. The female/male duets (MFD) nduced counship and
copulatory béhavior (C) or triggered the other famale to enter smging in a group (G)
(Fig. 1).
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Femalke vibratory signal emissions produced during nivalry in a group differed in
both Chinawia species. In C. impicticornis FS-1a emitted by one female induced female
caling rivalry duets (RFD) (Figs. | and 2). Aenation with FS-la and FS-1b signals
silenced both the male and one of the nval fmales (S) and swopped the reproductive
behavior (RBS-NC) (Fig. ).

In C ubica presence of the second female induced formation of a fanale FS-1 duet
(FD) that evolved to msects singing in a group, including male signals (G) or to
exchanging of different ®male signals (FDRS or FRD). Rivaly terminated with the

Chinavia impicticornis

Chinavia ubica

Euschistus heros

Fig.2 Altemaxm of lemalk caling sgnas m C. impicgcarmy (upper trace - FS-1aTS-1a, lower troe — FS
15FS-1b), C ubica (upper trace - FS-1a'FS 12, lower tece — FS-10/FS-1b) and m E herus (upper tmoe — non
ovelappad FS-1 pulses, lower trace — partly overlappead aliematead FS-1 with MS-1 signals). Honaontsl mes
indicste 5 5
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emission of the rival song (FRS) with chamcterstic temporal and frequency structune
(Figs. | and 2). The emission of FRS song silenced the rival femal e and the responding
male. Consequently reproductive and copulatory behavior stopped (RBS-NC) (Fig 1).

In £ heros vibratory interactions started with FS-1 emission in all observed groups.
Compared to Chinavig species, £ heror females expressed less regular and strct
pattern of rivalry (Fig 1). Female calling induced male responses (MFD) and/or other
female calling (FD) that all constituted singing in a group (G) (Fig. 1). Female calling
dusts sither mhibited reproductive and copulatory behavior (RBS-NC) or induced FRS
often emitted in a group (G) with the male (MFD)

Winning female uswally copulated (C) after female/male duetting that followed
rivalry. Copulation was observed in 15 pairs of 36 groups in O impicticornis
(41.67%), 13 pars of M4 groups in C. whica (34.17%) and in 15 pairs of 19
(78.94%) groups in E. haos.

The female rvalry was occasionally recorded also after a pair copulated. &t was
expressed as FS-1 altermations in C. impicticornis (B females of a group in 15 mating
pairs, C-FDR) andfor as FRS emissions (C-FRS) in C. whicg (3 females of a group in
13 mating pairs) and £ heros (4 females of a group in 15 mating pairs) (Fig. 1) In
addition, after a pair started to copulate the other female sang either alone (¢-5) (8
females in 13 mattings m C whica, 4 females of 13 mattings n C. impicticornis ) or in a
duet with copulated one (C-FD) (12 female dvsts in 15 mattings in E. Aeros). In
C. impicticormis, we observed female fight (FF) (Fig 1) and physical attempt to
separate the copulated pair (Onhine Resource ESM Videos 1, 2). If separation of copula
by direct physical aggression succeeded, the aggressing female tried to push the other
ne out of the leaf and mating behavior was interrupted (RBSNC) (Fig. 1).

Female Rivalry Interactions

In all three mvestigated species, female calling duets represent their first competitive
interaction when on a plant with a single male (Fig. 2).

C impicticornis female duets are expressed as synchmomnized altemations of F5-la
and/or F5-1b pulse trams. In fully developed analysed duets (V=8) are FS-la pulse
tminsg exchanged in one-to-one fashion (Fig 2) by adaptation of pulse train dumtion to
intervals between consecutive nval female signals. Comparison of pulse tmin param-
eters of alternated signals has shown significant differences of pulse tmin duration in
maost C impicticornis evaluated pairs (62.5%) (Fig. 3).

Duetting with synchronized pulse trains terminated by one female that prolonged
FS1-a pulse tmins and dismupted them afterwands into a sequence of readily repeated
pulses of different amplitudes that masked FS-la pulse trains emitted by the other
female (Fig. 4). Readilyv repeated F5-1a pulses either silenced the rival female or
tnggeered her to change F5-1a to FS-1b type of pulse trams over varnous tmnsitional
forms (Fig. 4). F5-1b pulse trains mhibited emission of FS-1a signals and either
silenced the rval female or tngpered her to altlernate with FS-1b pulse trains (Fig. 4).
During female duetting, the male was silent until the “winnnmg” female mhibited
signalling of the rival one and produced again regular F5S-1a pulse tmins.

Simultaneously calling C. ubica females, lke C. impicticornis, avoidad FS-1a pulse
train ovedapping by adjusting their emission to intervak between consecutive signals
produced by the dvetting female (Fig. 2): in this case no significant temporal
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C. impicticornis C. ubica
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perameters ol (O dmpictoomiy md O whicg allemaded FS-1a amals emtal. * mdiostes sagmbicant difTer
emoes ol paramelers bdween Emales ol the same parr (pemed Mest P < (R05), F1 - lemle 1 ol a par, F2 -
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differences were observed in signals emitted by the females of the same pair (Fig. 3).
Along abenation with FS-l1a signals one female changed pulse trams from FS-la to
F5-1b type that ether silenced the rival female (Fig. 2) or triggerad her to emit the
female rival song (FRE) (see below ).

Significant differences of the mean dominant frequency were measured for altemat-
ed signals of the same pair in both species (Fig. 3).

Best structumtion and less variability in the alternation of F5-1a signals wene
ohserved in C. impicticomnis female interactions. Mean differences in pulse trmin
dumtion and domimant frequency between mdividuals of the same pair wene higher
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Fig. 4 Evoluion of C. impcscomis FS-1 emssions in 2 female-fermale dust. (A) Raxlily repested FS-1a
pube tramsg (B) Sequence of smgle FS-1a pulses overlappmg FS-1a pulse trams of the other female, (C, D)
transition of FS-12 to FS-1b pulse trein type, (E) mhibtition of FS-1a pubies by madily mpested FS-1b pube
trams

in C. impicticornis than in C. ubica (repeated measures ANOVA, F ;_,4=4413, P=
0.037 and F | ;7; =6.658. P=0.011) (Fig 5). On the other hand, mean difference in
repetition tane of pulse train between individuals ofthe same par were higherin C. wbica
(repeated measures ANOVALF | 4, =5.826, P=0017) (Figs. 2 and 5). No significant
differences were found in mean differences of pulse train intervals between the species
(repeated measures ANOVA, F 4, =324, P=0.0747) (Fig. 5). Amalyses of vanability
of emission expressed by variation coefficients of signal parameters showed higher
vanability of repetition time and intervals between pulses trams in C. ubica (Fig. 5).
Males of both Chinavia species were silent during fernale vibratory interactions and
responded only to FS-la or FS-1b calls of the “wiming™ female (Fig. ).
Synchronization of FS-1 pulses emitted by simultaneously calling E. heros famales
was less regular and within the same sequence signals often overdapped each other
(Fig. 6). Fermale duetting did not inhibit male responses that often masked overdapped
female calls and gave rise to vibratory complexes in which interference caused
significant modification of mput signal patterns (Fig. 6). Their spectral and temporal
charadteristics were furthermore changed by increased signal dumation and frequency
modification of masked emissions as reaction to avoil or minimize distortion of their
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signals (Fig. 6). Bemuse of overapped signals we wene not able to to measune exactly

tempoml or spectral pammeters of each individual signal emitted in the group with
other female and the male.
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Female Rival Song

Different from C impicticomiy that rivalry is expressal by female dvets, C. wbica and
E. heros famales emit rival song (FRS) of chamctenstic and specific structure. The FRS
of both species is charadterized by frequency-modulated pulses groupal into mmegularly
repeaied pulse tmins of different dumtion that vares significantb among individuals
(Table 1, Fig. 7}

FRS pulse rams produced by one of C whios dusting females mhibiied the nval femalke
emssion of F5-1a or FS-1b pulse trams mnd tmggered her to mespond with FRS to form the
rival duet (Fig. 7). Anmalyses of FRS temporal chamcterstics measurad in three different
C. whica females have shown that pulse tmm dumtion increases Imenrly with increasig
number of pulses (Onlne Resource ESM Fig la). FRS pulse tmin duration values mnged
betwesn 5 (4 pulses/pube fran) and 57 s (34 pulses’pubse tram) with majonty of them
shorter tham 20 5 (less than 20 pulssspulse ram). Pulse dumtion differs within the same
pulse tmn md thar distribution (V=928) shows peaks betwesn 700 md 1100 ms with
shortest smgle values below 300 md ongest above 3000 ms (Onling Resource ESM Fig,
Ib). Values of mtarvals between pulse tmin pulses exhibit uniform dstribution between 50
and 400 ms with peak around 200 ms (Onbne Resowrce ESM Fig. lo) Mem inter-pulse
duration values vanad significanty (One-way ANOVA,, Flag09 =491 1P < 0,001 ) between
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Tahle 1 Temporal and speciral perameers (meend S0 ol Chinavio abis and Scchisors hems Temale

mvalny somgs

Sumal peraomeler Chonanvia whiog Ewehicuy hems
Fulve frain
Damration {rms) 13,222 6 +94EI 93 12R90.75 & 528450
(Fram=059 P={0LET (Fi_g=00K P=0.TH)
Pu s b 11344640 11.92 =408
(3 = TLTT P %, = 0,06 P =0.81)
Demmmami requency (Hizh 101.93 +9.42 12233 + 1{06E

FPalre
Daratein (1)

Repaihm lome {mms)

Imberyval {mesh

Drmmmanl Freguency (Hz)

(Fyam=1T53F <L )

964 K1 +324 67
{Fy 1902 =674 P <0001 )
119561 +352 48

{Fy 1902 =643 P <0001}

1.TH £ 7410
(Fregea=585 P< {001 )

12 44 £ 4566
{F1rgea =680 P < (00071 )

(F, 4= 1368 P<0.006)

H4K.45 + 27H .99
(Fy_y = 1408 P<0.001)
1000015 4215 60
iF,_ . =0012 P=091)

25942 +111.44
(Froa,=832 F=0L0045)

11643 =124
(Fiomp= 1265 P=0U001)

Wlesms were calculsie om 16 mebvadus]s amd 141 pule irans and 18 mebvadusls 2nd 928 pulses br Choinavis
whica lemale nvaly sonesand 2 mechvidimls, 12 pube rems 2d 141 pubes bir Ewvhsacs hermos lemale rvaby
somges. DhlErences between indmaduals ol exch speces were caloulaied by repested mesaines AN A and
CilM wiath Posson dismbubon for number ol pubespulse r=m

minimal and maximal values at 1382837 (W= 14) and 23432 1147 (W=T8) ms
respedively.

The dominant frequency of 948 analyeed pulses of C. ubica FRS was distributed
between 72 and 117 Hz (Online Resource ESM Fig. 1d). Mean pulse dominant
frequencies varied in FRS signals (V= 11)betwesn minimal and maximal values at
B7.1 6.5 (N=16) and 114.1+2.0 (N=89) Hz, respectively. FRS pulses show
chamctenistic downward onented fequency modulation sweep (Fig. 7) distnbuted
within two distinct groups in pulses shorter than 1500 ms (Online Resource ESM
Fig. le). Frequency decay of the first group (Fig. 5 1E) ranges between 10and 55 Hz
A100 ms for pulses of upper frequency between 109423 (N=132) and 123+ 2.8
(N=57)Hz, and that of the second group (Fig. S1E) mnges below 10 Hz/100 ms for
pulses with upper frequency between 91,54 £ 144 (N=24) and 101.5+£2.66 (N=
28

FRS signals emitted by E. heros differ significantly from FS-1 and MS-1 pulses by
their tempoml chamcteristics as well as by FM downward oriented frequency sweep
(Fig 7. Table 1). Pulse tram duration vaned between mdividuals (Table 1) and
according to the number of pulses per pulse tmin betwesn minimal and maximal single
values at 5851 (5 pulses/pulse train) and 17,809 ms (16 pulses/pulse train) respectively
Pulse dumtion, mterval and dommant frequency means differ significantly between
individuals of two analysed groups contmary to pulse repetition time that was not
significantly different for all pulses. E. heros FRS pulses show chractenstic FM with
downwand onented frequency sweep from values anund 127 to 103 Hz m the first
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Fig. 7 Sonogmam (upper brace) and osa lkvram (ower r=es) of O ufvica (A&, B)and £ hemg {O, 1) lemale
nival some (FRES) shown sl dlerenl tome scales (A) Sequance ol FRS pulse ram duel with F5-1a emmitied by
ithe third lemazle on a plnl. (B) Tvweo acmples of FRS puke rz2ms, ) and (V) £ herms FRS pulse b=ms
comacied with F5 1MMS-1 (O and F5-1LFS1 duets (4

group and from 165 to 129 Hz in the second group showing mean sweep value of 4.6
and 4.3 Ha'100 ms respectival v

Discussion

In contrast to vertebrates, vibratory commumcation networks have been less studied in
insects. Most investigations have been focused on group living species (Cocroft and
Hamel 2010} and on interactions between males in a goup during reproducti ve
behavior (Virant-Doberlet «t al 20104).

Comparative studies of communication in the calling phase of mating behavior,
conducted in more than 36 stink bug species pont out sevemnl exceptions and various
opened questions about the basic pattern of mformation exchange. Spontaneous calling
of a single male on a plant was recorded for example in Thyanta pernditor (Fabricius
1794) (Blassioli-Moraes et al. 2005), Negarg vindula (Linnaeus 1758) (Zgonik and
Cokl 2014 and Chlorochroa whleri (Stil 1872) (Bagwell et al. 2008). The role of the
second type of the female calling song has not been clarified vet in N vindula iCokl
et al. 20000 and species like Dichelops melacanthus (Dallas 1851) Blassioli-Momes
et al. 2004), C. impicticornis and C. whica (Laumann et al. 2016). In Edessa
meditabunda (Fabncius, 1794) for example starts the calling phase of mating behavior
by emission of the first male song (M51) and female responses ane trigeered by the
male second song (MS2) emitted durng courtship (Silva et al. 2012). Finally, female
songs have not been recorded in sevenl stinkbug species (Gogala and Raspotnik 1974;
Shestakov 200 5) Most investigations of communication between a single female and
male were conducted using standandized protocol that emabled comparison of signals
between different species, but ignored communication between conspacific individuals
in & S,

The female calling song as highly autonomous and stable sequence of readily
repeated uniform signak emitted from one place on a plant mediates among others
information on the directionality of male movement to the female (Vimnt-Doberet
et al. 2006). To avoid signal oved apping males of species like N vindula (Coakl et al
20010, C impicticornis, C. uhica (Laumann et al. 2016) respond to the calling female
with vibmtory signals emitted within mterval between two conseqtive female calls,
that enables fommation of well coordinated dusts, On the other hand, masked female
and male vibmtory emissions have been recorded in D). melacanthus (Blassioli-Momes
et al. 2004) and different mechanisms to minimise consequences of interfernce
occuming as consequence of overapped vibmtions have been desaribed in E. heros
(Cokl et al. 2015).

Onr results bring several responses to above mentioned opened questions. Here we
demonstrated as first among Pentatomidae, that (1) a male triggers simultansous
emission of the calling song in seveml females, (2) females synchmomiae calling signals
in the coordinated one-to-one altermation pattern and, (3) female rivalry nuns by
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exchange of different types of calling song signals that includes modification of song
tempoml charaderistics and emussion of the rival song

Synchmonization of calling emissions could have seveml advantages as enhmeing
group deection or confusing predators (MeGregor and Penke 2000). Notwithstanding,
to reach this conclusion it is necessary to clearly demonstmte that females in synchm-
nized choruses give some advantage (Greenfield 1994). The evolution of duets with
synchmoniaed calling signals of different tempoml and frequency charactenstos sug-
pests direct female rivalry mtemctions of studiad modd stink bug species.

Rivalry interactions with vibrational signak have been untl now described in male-
male interactions. However, Percy and Day (2005) describad altemation of female calling
m the leafhoppers (Hemiptem: Cicadellidae) Stenoootis depressa (Walker) and Awstrolopa
brunensis Evans being similar to the one shown in ouwr study for stinkbugs females.

The repertory of stinkbug female nvalry interactions observed as synchmmized
signalling, exchange of different types of calling song signals and emission of the
female nval song is more complex than the one mponed for male/male stink bug
interactions. In the latter interactions, males express nvalry only by exchangmg of rival
song pulses in a-b-a-b sequence (Cokl et al. 2000, 2011: Blassioli-Moraes et al. 2005;
Bagwell et al 2008).

All desenbed female rivalry mteractions are included in the pattem of network
interactions in sexual vibraory communication of atthmopods. The stink bug rivalry
communication 15 similar to the one desenbad for male mteractions of others taxa, Ina
review, Vimnt-Doberket et al. (2014) dentified at lest one of such responses in male-
male intemctions in Crustaces, Ammness, and Insecta, In insects, such interactions have
been observed principally in Hemiptera (Cercopidae, Cicadellidae, Membmcidae,
Delphacidae and Flatidae) and Diptera (Chloropidase and Cypelosomatidae).

Synchronization of alternated calling song signals is best expressed in duetting
C. impicticomis femal es because of constant differences in repetition time between both
females. The better-structurad female duets n C. impicticomis could be rdaed to the
absence of the specific nval song. Simultaneous female calling inhibats male responding
in C impicticornis and C. ubioa but not in £, Aeros: in the latter species male responses
often overdap altemated female calling signals and mates singing n a group need to
contmst their emissions by modification of their tempoml and spectral charadteristics.
The rdevance of these modifications depends on the potential of the sensory system to
code and process temporal and FM changes within the complex vibmtional signal
Studies conceming this problem have not been conducted vet at sensory and undedying
neuronal nawork level. We hypothesize that phase couplad response pattern of low
frequency vibmtory receptor naurons describad in the model species N viridula iCokl
1983; Cokl et al. 2006; Zomvié et al. 2008; Zorovié 2011) emables precise frequency
disarimination in the frequency range charactenstic for stinkbug vibratory communica-
tion signals.

Further evolution of female rivalry differs in the three studied species. C impicticornis
females display rivalry by tmnsition from one to another type of the calling song that at
different stages silences the competing ong. The rivalry batween C. ubica females differs
by the emission of the nval song that replaces duets with the second type of the calling
song FRS duets crry basic characieristics of male one-to-one exchange of nval song
signals described inseveral stink bug species (Cokl e al 2017). Males of both species ane
silent during conspecific fermale nvaly to avoid ovedapping synchmoniaed emissions by
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long responses produced withn short intervals between female dustting signals. Female
rivalry expressed in E. heros by FS-1 duets and emission of the FRS seems to be less
effective beamse i does not silence other female or male singng as described in both
Chinavig speaes. The vibmtory commumnic ton mterplay between females and the male
are further complicated by ovedapping of signals with similar frequency characteristics
that lead to interference and readions to mimmize its effects as change m ime pammeters
and mcrease the frequency difference batween signak by changng the frequency level
and the frequency modulation patiern (Cokl et al, 2015). Vibmtional communication of
groupal E heros fernales and males needs futher investigation to understand better the
mle md evolution of spacies signals within different behavioml contexts.

Compared with Chinavia species female/male pairs (Laumann et al. 20016) we
observed a reduction of mattings n grouped individuals as result of desaibed rvalry
interactions. Copulaton was observed in 41.67% in C. impicticomis and in 54.17% mn
C. ubica groups. Laumarmn et al. (2016) reported successful copulations n 81.25% of
C. impicticornis and 76.0% of C whica observed couples. On the other hand, it appears
that femal ss/male group mteractions do not significantly decresse or mhibit copulation
in £ haos: copulation was observed in 78.94% of the groups and in 85.0% in single
fenale/male couples (data not published).

Differences between species sugpeest differential evolution of communication §ys-
tems in stink bugs of different clades that leads to different adaptation to communicate
in network conditions, Group singing Chinavia famales cleardy show disuptive inter-
ference during mating behavior with chameteristically expressad rvalry. On the other
hand. it seems that £ Aeros females are less affected by rivalry interactions. This could
be related to the eficient e s mechamisms to avord or minimize the mterfrence
effect of overd apped signals {Eukln:t al. 201 5). This adaptive effect may have ecolog aal
consequences and could help to explam high population levels of E. heos in agncul-
tural areas and their offen obsaved aggregatons on the same and/or neighbouring
plants (Higuchi 1992 Paniza and Loucimi 20016; Aquino 2006). In contmst, Chinavig
spp. are usually found at low population densities in natuml and agmecosystems
(Panizzi et al 2000, Pantzri and Lucini 2016).

Results of the present study explain the role of different types of the female calling
sony signals. In both Chinavia species, F5-1b pulse trams represent emission at higher
level of the courtship phase (Laumann et al. 2016) and play an important mole in femnale
rivalty. Rivalry fundtion of the second female song can be expected also in other
species. In the red-banded stink bug Piezodors guilding (Westwood, 1837) the second
female song was recorded n females staying alone or together with another female ona
loudspeaker membmne (Blassioli-Momes et al. 2005). In red-shouldered stinkbug
I. perditor were long F5-2 pulses recorded only by females in the absence of a male
(Blassioli-Moraes et al. 2005) and in M viriduda the second type of the female calling
song pulse trains were reconded only occasionally in a female male couple without
explanation of their role (Cokl et al. 2000).

In conclusion, the present study mves a new insight into the eady phase of stink bug
communication in natural conditions where we can expect chemical and vibmtory
interactions betwesn numerous conspecific and aben species males and females. Our
results on nvalry behavior and communication between females open the gquestion on
the role of until now mostly ignored signak with intermediate temporal and spectml
characteristics. Fmally, we nead more mformation on the caling fundion of plant-
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bome chemical signals, like footprints, that may replace calling function of female
vibmtory emissions lacking in some stinkbug species.
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Simple Summary: In this work, we investigated the effects of conspecific female rival signals in
vibratory communication and mating behavior of three species of stink bugs. In the presence of
rival female signals, as noisy background vibrations, couples (a male and a female) of the three
species showed negative effects in their seoual vibratory communication that resulted in reduced
mating and copulation in relation to pairs not exposed to dval signals. The results suggest that fe-
male rival signals could be used to disrupt mating and may be a too] for stink bug management by
reducing their population increase.

Abstract: Stink bugs are major pests in diverse crops around the world. Pest management strategies
based on insect behavioral manipulation could help to develop biorational management strabegies
of stink bugs. Insect mating disroption using vibratory signals is an approach with high potential
for pest management. The objective of this work was to investigate the effect of conspecific female
rival signals on the mating behavior and copulation of three stink bug species to establish their
potential for mating disruption. Previously recorded female rival signals wese played back to bean
Flanb: where paim af h?ﬂnﬂtﬂpiulhm d.'inl-c'bug, Ensdristus kems, and two green stink I:n.lp,
Chiregiz ubica and Chinaria imepichicormis were placed. Vibratory communication and mating behav-
ior were recorded for each pair throughout the experimental time (20 min). Female rival sgnals
show a disrupting effect on the reproductive behavior of three conspecific investigated stink bug
species. This effect was more dearly expressed in E. keros and C. whica than in C. émpicticormis. The
Hkelihood of MPI.IJ.HHI.'IE in Fuim phmd on control Flan'bg. without rival signals, increased 29.41
times in E. heros, 4.6 times in O ubica and 1.71 times in C. fapickoorns. Flowewver, in the last case, the
effect of female rivalry signals in copulation was not significant. The effect of mating disruption of
female rival signals of the three stink bug species may originate from the observed reduction in
l:pnci.ﬁ: vibratory commumication ﬁEIlﬂk emitted, which influences the duet formation and further
development of different phases of mating behavinr. Cur results suggest that female rival signals
have potential for application in manipulation and disruption of mating behawvior of stink bugs.
Further work needs to fomas on the effects of female rival signals used in long duration experiments
and also their interactions with chemical communication of stink bogs.

Keywards: binh'nmnlnp': behaviar marupl.llahm P-npu'lnﬁm contral; pest management
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1. Intro-duction

Communication using substrate-bome vibrations is common I many insect species,
particulacly those that ].1.1."-= on plants [1]. Among other tasks, "u'bshi.te-'bl:-:m: vibratory
signaks enable mate recogrition and location on -:unhnuml.. subirate [2].

Flant-dwelling stink btugs communicate during r=productse behavior predoms:-
nantly by chemical [3] and subsirate-bomne vibratory signals [I]. In these insects, the male
Pheromone atiracts females [£] to land on the same plant, and there it figgers the female
to produce vibratory signals that attract males to search for and approach the calling fa-
male. Droetting with calling-rong signals changes at close distance to mubual emession of
the couriship song. Close-range mechandcal and wisual mtetactions are the complemen-
tary souzce of information that l=ads fo copulation [2]. In gemeral, stink tag wibzatory sig-
nals are clazsifisd by their spedfic imcbon i the mating behavioral combexdt, as calling,
courtship, uP-ul:.!'-:r': repellng and mwval songs [3]. T.'nz:: species and gender specficty
are expressed by temporal {duration, repefifion Hime) and speciral {domdinant Sequency,
amplitude (AR and frequency (FM) modulabion) characteristics of pulses and pulss
traans [2]. The basic repertory of sink bug vibratory signals is produced by wibration of
abdomen [2]. Signals produced by treomlation of the whole body, peroussion and vibra-
tion of Lfted wings hawe been -:I.E.-:n.l:-ed in the Nectropical ]:-:l.'-:l'l-'.'.n. stink bug, Euschisis
heros (Fabricius, 17%8) [6]; the role of these sigmals has not been desaibed yet.

Mlale rval signals have been descibed in several stimk bug spedes when a group of
males competed for access fo copulation with the same female [5,7-%]. Rivalry betwesn
femnales ha= been described among Pentatomidae in E. heros, tuo Meotropical shink
bugs Cimmnie ubica (Folston, 1963) and Chiraria dnpicticorwis (S8l 1672) [10] amd in Ehe
southern green shink tag, Nezara wiridula (L., 1755) [11].

Mlale mvalry mieractions are usually characterized by a sequence of alternated shott
P'ulﬂ'b-etwemi'hecnmpehngm:lm ln.g:neral,ﬂ'l.e :'I:l.u:ahm'u of mals :|:|.1:.=.'I1'l.- interachons
is shoot (several secomds) and it ends when ome of the males is sil=nced by the competitor
[5]-

Fiwalry im fernales starts by the exchange of calling song signals. In E. feros and C
ubica, the exchange of these sipnals simulates the emission of a specific rival song by one
of the competmg females that silenices the other m C. snica bat not m E. heres. On the other
hand, mwalry in O, ipicticornis is expressed by the evolution of symchoonized exchangs of
the fst type calling song pulse trains (F3-1a) to the emission by a female of the second
type of callng song (F3-1b) or to a sequence of readily repeated single pulses that silence
the ofher female [10]. Rivalry interactions are complemented. in some cazes, in both in-
vestigated Chinariz species with physical aggression befween individuals [10]. More com-
Pl=x owal mberactions have been described for W simiduls [12]. In this species, the presence
of a mals m a group of females nggers nval interachons that start with female calling
songs altemation with pulses that occasionally overlap each other. In this phase of mfer-
action, the leader femals mamfains mor= or less stable the !‘ﬂI\Pl:IIIJ..:I.nd s-Pecl:l.-.ll charaic-
teristics of their pulses and the other fes to dishob changing signal parametess. After
thiz phase. dval inferachions evolve to emissiom of spedfic mival songs. Three different
types of rival songs could be identified [11].

Fiwal interachons betwesn females appear to have an mhibifory or inferference effect
om Chirara SPP- |:|:-1:H.|l:.E|:lr|.]'.n EFoups with females m:l:rl.Pe‘i:ing for a male, a reduced momm-
ber of copulations wers observed [10] in relation to those observed n single pairs [17].
Howveever, m E. heres, the observed reduchon was not of the ::mem;grﬁhdeuinﬂm
spp. [10]. The punapal interference in the reproduciive behavior cbserved during mval
female interacthion appears to be due the rival signals, tuat it was not directly tested [10].

Biotremology offers preat potential for application in pest management by methods
and technology with low environmental impact. Vibratory signals could be used to ma-
nipulate the behavior of nsects, for their mondtoring and contral [13-16). Mating dismap-
tion using vibrabory Sgnals is one of the proposed approaches [17,15]. The potendial use
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of background noise as mafing distuplion elements has been shown in several hemiptes-
ans, such & the leathoppers (Cicad=llidas) Amrasos devesians (Dist.) [19] Soephunideus SHia-
wacs Ball [17,16,20], Homalodis cazifripoos (Germar) [21], the P].i:l.'Iﬂ'I.IJFP-E'I (Delphacidas).
Nileparoitia '|.gﬂ1_,[5t=]:| [19] and the povllids Baclericera cockerelli (l:ﬂul-: 1909) (Trozidas=)
[22] and Dhizphorin acin (Fuwayama, 1208) (Liviidae) [23,24]. The disrupting =ffect of pure
tome vibrations on the reproduchive behavior of E. heres was studied [25]. Pure tone sibra-
tons befwesn 75 and 200 Hz significantly reduced the proportion of males searching for
females and consequently 1:11'u.1:-1!'ed c-:]:m.hhl:-n However, in 24 h long experiments, back-
ground noise delayed but did not completely dismapt mating [Z3].

Sk 'I:-ug: Are Pe-:.‘ls- in different TOpE, indudhg 1EEI.L1:I1.E5,. El.'.iirl.".,. '.'egeta'l:-le-:.f fruits
and nufs [26]. Their polyphagous and wide geographic dishibubion makes many stink
bug spacies key pests around the world [27]. In addition, some tropical and subtropical
stink bug spaces, such as Halyowmorpia kabys (5tal). Bagrada Flaris (Burmeister) or Piezoda-
Tus puidind (Westwood), are invasive in temperate regions, with the potential to become
important pasts in many coops [25]. In Brazil, sbink bugs are the main pests in sovbean
and other crops, where they usaally appear as a complex of species dommdnated by E. heros
[29.30]. E. keros is a MNeotropical stink bug, present prindpally in tropical and subtropical
repions, from Central America to the north of Argenbina and Unaguay [26]. Chiraezda wica
and Chimgrin impicticornis are considared secondary pests in soybean and are wsually
found in lowr densities in soybean fislds [30). These spacies have similar geographic dis-
tmbution that mchides h:l:-P:n::l and subtropical ragions in South America, principally Sra-
ﬁl[.f.l:-] L'Iaragmcntaf"tml: bugs is conducted principally by population monitoring and
insacticide applications [31]. The devaelopment of bicrational control methods based on
the mantpulabtion of stink bug behavior could contribute to developing technology with a
low erwrironenental impact on agricalbare [32]. In this work, the effect of conspacific femals

:Il:iﬁl.'l..'i]:.-, :s'l:l:.u:l:g:nmd enmriraonmental rioises, mﬂi&m:.&'tg'b-ﬂu‘rj.nrm-:l EI:-P".IlI.ED:I.'l
of three shink bug spedes, E. keros, O adica and C. érepicticornis, was investigated for the
first ime. The princpal objechive was to identify the potential of fval signals to be used
in a mating disruption strakepy for thace pasts. Two hypotheses were fested by playback
experiments: 1 —playback of rival female signals inhibits the vibratory commumnication of
conspecific sbnk bugs; 2—the presence of :|:u::|J signals reduces the proporition of pairs
developing mating behavior and copulation

The mode] species wer= selecled becmize they have different female rival interactons
and :Lg.ml. fihat could c:-nd:.h:-nﬂ'l.ere'?un:.c" Dfﬂ'l.e insects. In addibon, the thres = "]:-=-:|:"
g;wei'he-appurhna.t}'tuunrkwﬂ'take:: ]:-e"t D.t'p'::m :mP-"mEn.ﬁI._..E. herez, and bwo
chnd.:::: P-z:t:,. C. whica and C. 'im_rrﬁ:ﬁ.':ﬁ'."rﬂ's. ln.ﬂ'dsw;:tn results of this work could h-:'ll:l
to develop biorational manapsment strategias for current and pobential paste.

2. Material and Methods
2.1, Desects

The colomizs of E. heros, . ukica and C. tuprichicorsis were started with insects collected
in sovbean felds near Brasilia, DF, Brazil. Colonies were mamtained for more than 5 vears
and 60 generafions i the laboratory and were partially renewed every year by the o
peration of new feld collected insects. Stink tugs were reared following procedures pre-
vigusly descobed by Borges ef al. [33] for E. heros and Blassiol:-Moraes et al. [32] for Cho-
HiTria :.Peci.es. Irmcch:weremai:d::inedin:nrhgrmnu at 26 +10=C, &5 £ 10% BEL ]:-l'ul:-
toperiod 12 hL-10hD, at the Laboratario de EieminTJimi:nsafEman;RecunasGﬂéEcu:
& Bioteonolagia. Adults were maintamed n B L ransparent plastic containers on a diet
EEIII'I.PIZI"..-I!IZ[ of gFe=n beam l:l-l:u:'ls- [Phassolus :.mlgm L. dI:I.' sl:r_l.-"l:l-z.irl. sepds (Gi}lcﬁu muee L),
sunflower seeds (Helianiine aeuons L) and raw peanuts (Arechistupogeea L) and a bou-
quet of bramches of boldo (Plecfranifns barbatus Andrews) placed in plasfic pots with hu-
midified vermiculite. The dief was replaced thres fmes 2 wesk. Egps were collechad svery
two ox tho=e da}umdkePti:uPluﬁ-: Peix dizhes with a bean P-l:u:'l."'-"-'l'l.-:n n:l.um reached

71



2ol 17

the second mstar, hey were ransferred fo B L containers and mamtained folloswing fhe
same procedures as described for adults. Sexually makure virgin adults (210 days affter Ehe
final molt) were used for the experiments [33,34]. MMales and females were separated, by
the external gemitalia charachers, after the imaginal molt and cuticular hardending (ca. 24h
after molbing) and maintained in separated conbainers and rearng rooms unhl wsed in
experiments.

2.2, Planis

All bioassays were conducted on besn plants [Plssshes rulgaris L) Deans were
g.r-:n-.-:.'l.i:u P]:lsEn: Puh wifh a mixdare of scil and -::g::d.-: g;r-:r'a-rl'.'h subsirate (1:1 o/} and
k-:l:rti:. a g:b:nl'l.-:u:.e {14 h LAD K . E?.Teri::'.m‘ls-were conduct=d on beam ]:-l.u'l.h with a
20to 30 con high stem and twre fully expanded unifoliate leaves.

2.3. Fival Sigrals amd Shireulafion Programes

For P]:.:.-"I:-.:.-:I-: E:Peri:mmh-,m mesad P'IE'I.".-II:ﬂJ:-]‘F recorded mmeal ﬂgn:]sfmm zach spe-
dex [10]. selected from digital files {wav recorded at 24-bif, 96- kFz, 100-dB signal-to-
nicise= rabio, with a Sound Blaster Exﬁg}', Creative Laboratornies Inc., ]!v.ﬁl.Pit::, California,
r3A). The shimulation progzam consisted of sequences of mval signals produced by
grouped females of each spedes (Figure 31). Signals from one bo thres different Slas wez=
combined in a sequence with amplitude normalized to naturally emitted signals and at
thi= zamne legal wrifhin the srhols SeqUEnOe. The shpulation programs last=d 30 to 120 =,
with 5 to 20 = of interval bebween sipnals from different indisiduals. For C impicicors
the last sequence of dvalry, when nsects altemnabe F53-1b, which sllences ome of the mval
females, was selected [10] |:'.E:|.~=-1.|.1.'e 51).

2.2, Playback Experireocfal Procesiures

Exparimerts weare conducted in a sound-~proof room. Plants in poks weze placed on a
shock-proof table. Flayback stimulation programe from sach species were applied to bean
plant sl.lI.E:.cus-'I:rvH'l.-:h.P of the 5 cm shick firmly fixed to the head of a vibration exciter
(Mni-shaker T'l.-Pe 4510, Bri=] & E]:.l:::_. 1‘-.::11:.111. Drenmark]), P-:'rh.-:lned h-:l::l.z-:n!'a]ltr-ar. a
pebrurethane foam coated ivom support. The mechanically isolated vibrator was incontact
with fhe tested plant only by the Bp of the shick, which was placed on the stalk ~10 cm
above the soll level (Figure 3I). Flayback experiments were conducted in a random e-
quence of shmulation programs and incect species. A conspecific female and a male were
Placed individually cm opposite leaves of the bean plant, which was vibrated [treatmend)
or not vibrated {comtrol) with one of the simulation programs of the respective speces.
Incects were obeerved for 20 min, monitoring their behavior and recording =i 5 emitied
during thi= period

Behavior categories recorded ware the proportion of responses (pumber of pairs of
=ach Te.:i.es Emi!'!i.r.g at least ome :i.g'.n.:] m relabon to total P:.'i.ts tested), P:npurl:i.ar. of
emizmions of signals of each type by females and males in relafion to the fotal females and
males :mi'l'l:i:.g :'Lgn:l".,. P-:nPurl:i.-ar. of P::'lr formation {number -:fpm of =ach s-Peci-H- m
which the incects meet on the same leaf in relation fo the total pairs tected), and proportion
of c:-P.ll:i:i.aru (n‘l.:.'n.'l]:rer-afpa:i.r: of mach Te-:i.e:ﬂu‘l: |:|:-1:n.|l:.l'ei.r|.r-='|.:.E|:-r|.!'-:| total roomber of
P:.'i.t" tested ). L.‘l‘l:El'l.'Z'.-' (e fromm start She E.Ter.'u:\m'l: unfil one of the insects of e Pa:i.t
starts to emdt vibratory signalks) and response fime (Hme from start to emithing vibratory
sigmals, l.n'lhlﬂ:'a{'hngﬂ'l.elast one) were alzo registered.

Vibratory signals were recorded by a portable digital lazer vibrometer (FOWV-100, Pol-
vi=c GmbH, Waldbropn, Gemmany). The laser beam was forused perpendicalardy to a
piece of a reflechive tape of ~4 mm?® ghied fo the stalk of bean plands at ~20 cn from Ehe
zoal surface at 2 to 3 o belowr the incerbon of umifoliate leases, where the msects weps=
placed. Sorface vibrabions, digthzed by a sound card (2&bit 96- kHz, 10045 signal-to-
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nicize rabio. Soumd Blaster 'E?:I:ig'_l:; Creative Laboratories Inic., LﬂPit::.,. CA, ITSA) wers rec-
orded and stored om a |:|:-:|:|:'|P1.rt=: 1:-1.- Cool Edif Pro 2.0 software (5}11.1:1'3]51.1.111 Goftwrars
2001 —Fort Wavyne, Indiana, TISA)L

{Zeneral -s-rPe:mnmhl design included randomly reproduced simulation programs
of aach specias that were changed every thres fo fGve bioassays joint with the plants. For
each species and condifion of stimulation defmed as treatment (plants vibrated with con-
specific rval famals signals) or condrol (non-vibrated plangs). 25 to 30 repetitions wears
performed. Insacts were considered as non-responsive if they did nok emit any signals or
dizplayed no reproduchive behavior mn the fret 10 min of the bioassay. Insects that emitted
signals ware oboerved for 20 min or until they copulated

2.5. Signal Analyses

Female and male songs produced by abdomen vibrabion were daszified and named
according bo Blassioli -boraes et al. [B] for E. keros and Lanmanmn et al. [12] for £ wkkos and
C. imgicficornis. E. heros sigmals were idandified as F5-1 (Hhe firsk famale song), F5-2 (Hhe
second female song], W51 (the first male song). M52 (the sacond male song). For C. advica
and C. prgichoorits, signals were named FS-la (the frst female song, type a), Fo-1b (the
secomd female sang, !ﬂ:-e'l:l], 351 (The frst male .m-rug:l amid M52 {the second male sang).

The basic units of vibratory smizsions (pulses and pulse traine) [35] were described
by their durabion [ms) as the e betwesn signal onset and end, repetition ime (ms) as
the Hme bebwesn onsets of bvo .*.equ-e-rdi:] P'uJ:.-l:: and/or ]:rquz traims, and the mamnber of
Pu.'l:.-e-.'. pes ]:rque fram. Soumnd f-::gu soffware (Sonic Fn-'l.n'l.-:lr_l.: h!'!p:_.',‘:-w:w.mr.-
icfoundry.com] was used to analvze Fequency specira (Fast Fourier Transform (FET) size
3L76B. FIT overlap ¥9%,. smoothing window Blackman-Farris, and display range 6050
dE) amd SOTIDETAINS {FFT size 5192, FFT-:'L"-e-th o0, s:rl.mﬂ'ungw:lnd-:rw Blackman—Har-
ris display range 2050 dB). Spectra are described by the fundamental, dominard and har-
monic peak fraquenicies.

2.5. Statistical Analyses

E‘r-:ParE:-na:E TEspOnSes, ]:-r-:]:-arﬁl:-n of emdssions :-fsig:u]:.- of I!.'ll'_].'l.‘l':.-‘PE 'I:I:Lr females
and malas and properiion of copulation were compared between pairs of sach spacies in
treatment and condrol by logishic regression considering binary responses (yes—1 or no—
Q) a= TESpOTCE variable, and conbrol or treatment as e:q:-l:l.lutl:-rl.- factor, Coefficents and
standard arvor from the logistic regressions were usad to caloulate the odds ratios (OFs)
and their corresponding confidence mberval of 5% (95% CI). Odds were considered sig-
mificant if their CI did not indude 1 value. The percentage of response reduction when
insacts weze P]:.-:ed on vibrated Pl.l:n:l: was caloalated as: 1-0OF = 100, and the increase in
response in non-vibrated plants {(contro) as: 1/0F. The proportion of pair formation, e,
females and males on the same plant with visoal and physical contact that were a conse-
quenice of males that showed oniented movements and reached female ]:-BG-CI.EM,. wras nok
directly observed and was sstimated by computing the proporiion befwesn the number
of incects that copulate in relation fo the number of insects that emit vibratory signals.
These proportions of males of sach spedes with ofiented movements on plants vibrated
with rival sangs (lreatment] and on non-vibrated plants (contzol) were compared, using
two-proportion z-tests with continuity comechons.

Latency, responees ime and fem:JE and male vibratory signal temporal parameters
{Pu.'l_.e- :'I.u:l:;l.hl:-rl, ]_:HJJ:.e fram durabion, reP-Eh'I:mru e :-f]:-ul.z.. »arP'uJ_.c train), ramber of
pulses par pulse frain and dominant frequency of normality distribution wers evabaated
wﬂﬂ'l.ﬂu.]:-:l:n-—"i-'l.'ﬂk test, When data showed normal disbribution, th.e': WeTE :nml:ured'b":
repeated measure analyses of varance [ANCOVA], Emﬂdemg&lﬂflulﬂ measared in fhe
same imdividaal as :E]:-H'I:ed mexsures. Yhen data did mot show narma]i!}'. ﬂ'LE'l.- Tarara
analyzed with generalized linear mixed models (GLMM=) with Podsson distribubion, con-
sidering the parameters as resporee variable, the condition in which insects were exposed
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{treatment or controd) as explanastory factor and individuals as random effects. All statis-
tical tests were developed in R platform version 4.0.0 (R Development Core Time, 2020)
using the ]:lu.d-:at;u Imed for GLMM. Pessable outliers identified in I:Hf'l!P]lJl: ﬁﬁun:i fFi.E;urE
52) were removed from the data set before the analyses. When models showed over-dis-
persion of data, & quas LM or gueasi GLB R wes wsed . hadel diugﬂu?:bi wag evalpated
by normal residues and quantle (gg-norm) plot curves (Figure 53). Scripts and results of
statistical analyses are shown in the supplementary Fila 51.

3. Mesults

3.1. Proportion of Besponses

In the threa .‘iFﬂ'.'L"i.l"_‘i,. a raduced Fn:'q_:-:‘:lrlim :'l:l:]:lair!-t -Erni'l'l:ing vl'brul:ur_:.r H‘it;n.!ll‘i wiag ob-
served when submitted to playback of rival female signals, with significant effect enly in
C imprictieornis {z = <2157, p = 0061, 4f = 53, OR = 0281, 95% C1 = 0.089-0.891) (Figures 1
and 51). In ths cass, the odds of pairs initiating vibratory communication increased by
355-fold in the absence of rival signals {control).
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Fchistus reros  Chimawea ahica  Chinawa inpicicornis

Figure 1. Effect of conspecific femalie rival signals an the emission of vibratory signals of three
stink hug species. Upper graphs propartion of msporses (number of pairs emitting vibrateoy sig:
nalsfrumber of paits tested) of Ewsdistus heros, Chinaioa wbics and Chirsice impictioomis pairs {fe-
male and male) placed oo contred (non-vibrated < C) or treatonent (vibrated with conspecific fe-
male rival signale—T). Lawer graphc adds ratics (35% CT) = likelthoed that 2 pair (female 2nd
male) em treatmient plant will emit vibratary signals. Significance of ndde ratios was established if
95% CT did not incdlude 1. Propections were caloalated from 30 pairs of cach spedes and treatment.
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3.2 Latency anud Response Tame

Latency was affected only in O ubior fernales, showing a longer time fo start emission
of vibratory signals when stimulated with conspecific femala rival signals (¢ = 2683, p =
(N3, df = 23) (Figures 2 and 51). Only C. impicticorns males showed a shorber response
time when stimulated by fernale rival sigrals (f =-2592, p = (L35, df = 29) (Figure 2).
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Latancy | 5]

FT. M MT  FC FT MO MT

100
Kl p= 213
Kl J= DLABG _I_

00 _l_ o= .45
Em %
p= 0957

=0

o= 0015

Response Timeis)

FC FT | S FC FT KL T FC FT KL MT
FascRishes henos Chinowka uibea Lhnnawa Umpiclicamis

Figure 2 Effect of conspeci fic female rival signals on latency and response time of males and fe-
males of three stink bug species. Latency (5) {upper graph) and Response Time (3] (Jower graph) of
Euschiztus hevns, Chimrzis whic and Chingzéis émpictioornd females (F) and males (M) placed on cone
tral {non-vibrated —C) or treatmaent (vibrated with conspecific female rival sgnals—T) plants.
Signdficant differences between times in C and T were established with generalized linear mixed
models (GLIM). N = Latency Fuschisius heros FC = 24, FT =20, MC = 26, MT = 5, (hingvia ufica FC
=14, FT = I, MC =17, MT = 11, (hingviz impidicorniz FC =23, FT= 11, MC= 1T, 'I'.-'ITl'iL'Ee:_F-nnn:-
tmie Erschestees irmos FCe 30 FT = M, 3T =37 3T =21, Chinoetr whica FC =10, FT =12, MC =19,
MT = 12, Chinagia irepickioomis FC =23, FT=9. MO =2, MT=11.
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3.3. Bigmal Emission aral Paramiefers

Proportion of E. heris individuals emitting the first (F5-1) and the second (F5-2) fe-
male song and the fimt (MS-1) male song was significantly reduced when insects were
stimulated with rival female sigmals (treastment) (F5-1: 2 = -1.971, p = (K8, df = 38, OR -
(1113, 95% C1 = (L1 2-0.988; P52 = -2.146, p= (0032, df = 58, OR = (1095, 95% C1 = un1-
(1L815; MS-1: 2 = =2.71Y9, p = (L006, df = 58, OR = 0.107, 95% CI = 0.021-0.536) (Figures 3 and
53). The odds of enmmtding FoG-1, FS-2 and MS-1 increasad BA5, 1052 and 9.3 bmes when
insects were on non-vibrated (control) plants (Figures 3 and 53). No significant differences
were observed in the second male song (M5-2) when stimulated (vibrated plants) or in
cemtral (non-vibrated plants) condibions (Figure 3).
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Figure 3. Effect of conspecific female rival signals on the emission of species spedfic vibratory signals
of three stink bug species Left graphe: propartion of females (F) and males (M) of Ewschistus heros,
Chirazdn uiica and Chirszds imepicticomis emitting species specific signals when they were plamd on
comtrnl {non-vibrated —C) or treatment (vibrated with conspecific female rival signals—T) plants.
Right graphs: adds rties (95% CT) = likelihood of individuals {female or male) on treatment plant
emitting spedes-specific vibratory signals. Sgnificance of odds mtios was established if 95% O did
not incdude 1. Signals are ramed following Blassioli-Moraes ot all (2005) far E. Jumos and Laomann et
al. (2014 far O ubica and O dnpickicerris. F3-1 = first female song, F5-2 = second female song 2, W51

= first male =ong 1. F&-1a = first female song type aa, F&1b = first female song type b W = Fusdisis
hevos C=30), T =5, (eingvis edeg C=29, T = 2, (e impictizornss C = 30, T=25.
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Table 1. b were significanily reduced in Chovgriockice by famale mval signals z =
-1.054, p=0.037, df =45, OR =0.216, 5% CI = 0.051-0.913) (Figur= 3). In this case, the odds
of emitting F3-1b on non-vibrated plants were increased 263 Hmes,

When C. tryiciicoruis famales and males were placed on plants vibrated with femals
rival :igu.:]:._. -:rll}' F5-1a emissions were reduced in -:-amPar"_.'nr. with fermales _'I:-lin:!d. oI
non-vibrated plants (z =-2.206, p = 027, df = 53, O = 0.205, #5% CI=0.0=5-0.535) (Figur=
3). Odds of emdtting F51b in non-vibrated plants wers moreased 255 Hmes,

Flavback of oval signals did mot sigrificantly affect the signal parameters smitted by
E. heros. In this case, ar.l:.r deminant Erequ.-:m:"zs of fermale su.ErLa]s showed m.g.rn.ﬁ.-:m!' dif-
ferences in relation to sgnals emitted by famales in conizol plants (Tables 1and 51).In C.
ubio a signifcant effect was observed as an increasing pulse train repetifion me of the
first famale song (F5-la) and a reducion in the number of pulses per pulse an and an
increase in dominant frequency of the sacomd female song (F5-1b) when insects wer= on
treated plants [Tables 1 and 51). Dhurmg sHEmmlabon, C depiciicernis females and males
emditted dgnals with inceasing tamporal parameters {pulse tain duration and pulse train
reP-:'l:i.Ei.-:ur. fime) in FS-1a. a decrease in F5-1b PuJ:e tradm :E_'n-eﬁﬁ-:nﬁme and & d=craaze in
Pulse duration of e second male song (M5-1) in relabion to sgnals emitted I contral
conditions (Tables 1 and 51).

Table 'I-Tempnr.:lan-:l spedra] characteristics of Fuscdhétes lemas, Chimeriz whics and O inpicticomis
fernales and males when recerded fram couples on bean plants without vibrations oo vibrated

with rival female signals frem conspecifics in playback cxperiments.

Spedes Controd Treatment Statishics

Fuschistus heros

F&-1
FD 102 4 325,10 Q5.3 = 32040 = =165 p =104
ET 2332185 + 14711 2034.28 £ 155436 zw =164, p (219
DOF 11505 £9.36 120132111 z=213, p= 0033
M 420 E£L A

F3-2
FD 350641 £ 137200 34371 242073 zw =143 p=(L152
OF 11875 +£835 125.58 £ 10.58 z=2 40 p= A
MW 1629 G2

hMS-1
FD 161201 £ 65737 1763 2 73722 =82 p={L410
ET 3305 £ 227939 2549 £ 153738 z= =174, p=(.0E2
DOF 14242 +13.98 180,86 2 15.68 = 00, p={.570
M HNmE 7Rf8

h&2
D 5156859 + 217764 485028 + 146333 zo—119 p= {312
OF 13850 +11.33 18482 2 15.44 o 079 nw(L432
M 141727 173523

Chinarin ulrica

F3-1a
FTD 170771 44034 1923.32 £ 505.19 z= 115, pwil. 22
MFFT PAC L 1004219 = 057, p= (333
FTRT 405117 £12%4.39 4043 + 1958.94 z= 178 p= 0075
OF 10510+ 755 Mes 57
MW 41410 538

Fi-1b
FTD 106316 + 20565 §Me5 11772 tm =200 g O0A7
NFFT 495+1.45 3354135 z=-374, p=000s
FTRET 2351 95+ 275005 22 .90+ 152045 zm= 034, ol BT
OF 10045 + 761 10760 + 285 z=288 p=0UM1
M IR 2003
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M5
O 15085 4 4405 214407 2 K55.45 w135 pwf)l 18
MWFFT o 2 d1 19413 e =095 n={l343
TF 1012 £ 5.33 1136 2412 w039, pw{lGeD
MM 009 212
Chkinapia
imyricticormis
F5-1a
O A0S £ 549.07 4442.9% 2 55484 =340, p=0.00
MFFT 1L £3.47 16.362 1.0 =237, p= 0015
TTET TIETE £ 3A0R57 ETR.53 £ 101606 = 1.72 p=il.0BG
TF BFE0£9.55 .43 2 563 zeldd, pefl 149
MM 10810 153
F5-1b
TTO 119325 £ 208 646 1040.14 2 X30.27 e —1.32 peiliss
MWFFT pl= T E A 230400 z= {105, {503
FTET AHTEE £ 1794.54 ID07.EE £ 74051 z==3, p= 0002
TF BRI £4.7 BG5S £ 585 z= 108, p = {250
MM 119711 18811
. impicticomis
M5
FTD ICOTER £022.19 531,72 2 TA5.A2 E=-141, p=00024
MFFT 1634 £2.57 14.92 2284 z==231, p = 00X
OF EFOS+TE LT 244l z= 115, p =il 200
MM 134714 156715
ME2
D 185453 £ 35.4 14835 4 3574 z=-236 p=iikd
TET 25 T2 £ 42435 2T 4 608 = -1 8% pw(L06S
OF o0 +13.33 10735 £ 7.07 o L0, powf) 200

Feferences: Signals are nammed following Blassioli-Meraes of al (3005) [8] for Cuschizus feros and
Taumann et al. (2016) [12] for Clinawia whica and Chinaria fepickeomis. F5-1 = first female song, P5-
2w spepmd female SOME T WS = First male SOMg 1. F&1a = first female soOg type an, F5-1b = first
fernale song type b FD = pulse duraticn (ms), KT: repetition time [(mes), DF = dominant frequency
iHz], FTD = pulse train duraticn {ms), NPPT = number of pulses/pulse train, PTET = pulsa train
repetition Bme, N = number of individual signals, Wi = number of ndividuals.

3.2, Proportion of Padr Dareafion and Copalation

The proportion of males that reached the femal= by oriented meovement and formed
a couple after exchenzne vibrabory sigmals was significanily lower n E. ko and . adbica
when stimulated by playback rival signals (x% = 23,426, p < 0001 and x% = 3.808, p=0.05).
Mo significant differences weze found in pair formation of C. drpicticomis when Gy were
Flaced on vibrated or nen-vibrated plands (Figure 4).
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Figure 4. Effect of conspecific female rival signals on the pair formation (insects on the same the same Jeaf of the plant and
in physical contact) of three stink bug species. Proportion of pair formation (individuals copulating/individuals emitting
vibratory signals of Fuschistus keros, Chinaziz whica and Chingvia impicticomis when they were placed on control (ron-
vibrated — C) or treatment (vibrated with conspecific rival female signals—T). Significant differences were established by
z:test for two proporctions with coatinuity corrections. N = Eusdistus ieros C = 29, T« 27, Chingvia ubica C = 20, T= 12,
Chinazsia impicticornis C= 23, Tw 12

A significant reduction in copulating pairs was observed when males and females of
E. herus and C. ubior were placed on plants vibrated with conspecific rival female signals
(E. heros: z=-4.539, p<0.001, df = 58, OR = 0.034, 95% C1 = 0.0068-0.146, C. ubiar: z =-2.265,
p = 0.4024, df = 46, OR = 0.217, 95% Cl = 0.038-0.814) (Figures 5 and 52). The likelihood of
copulation in the absence of fernale rival signalks increased 29.41 times in E. heros, 4.6 imes
in C ubiea and 1.71 times in C ompickicornis. However, in the last case, the difference in
copulastion proportions was not significant (z =-0.928, p = 0313, df = 53) and odds ratios
also did not show significance (OR = 0383, 93% CI = 0.321-1.384) (Figures 5 and 52).
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Figure 5. Effect of conspecific female rival signals on copulation of three stink bug species. Upper graph: proportion of
pairs copulating (number of pairs copulating fnumber of pair tested) of Eesdhistus heros, Chinaria ufics and Chingvis inpc
fizornis pairs (fernale and male) placed on contral (norevibrated <C) or treatment (vibrated with conspedfic rival female
signals—T). Lawer graph: cdds ratins (95% CT) = Bkeliheod of 2 pair copulating on treatment plant. Significance of odds
ratices was established i 95% CI did not inchede 1. N = Eusdiistus ks C =25, T = 3, Chinazia ubios O = 15, T =4, Chinmiz
imepickioomiis C= 13, T= 7.

4. Dhscussion

Bemlts of the present sudy show a disrupting effect of cval fermale signals on the
reproductive behavior of the three investigated stink bug species. This effect 18 more
c'luarl.}r I-_':i.]:lr\l“_‘HEd in F herem and O wbder than in O r'nqn&:'!imit. In the first bvo species,
we nbserved, from odds ratio analyses, a significant reduction in pair formation and cop-
ulation when insects were placed on plangs vibrated with conspecific rival signals. This
effect & amociated with the reduction {expressed for odd ratios < 1) in specific vibratory

80



13 o 17

communication signal emission (F53-1. F5-2 and M51 in E. heros and F5-1b in £ ukkog),
which may infhoence the duet formation and flJ.tﬂ'LerdetE]nP-me-n!nf -:I.i.ﬁ-:r-:n.!'P-l'm af
mating behavior. Draeffing by wibratory signals is dedsive in shink bugs during the calling
and courtship phass, working in pair formation and copulation [10]. In contrast with fhe
lattes twro species, C. tmpichicorsis rival female signals reduce the propocition of responsive
inzacts []:-r-:]:-arﬁnnafpzi:: that emit '|.".|'.I:|::|l'-:|rj: sig.n.'-]s-:- 'I:lu'tnul'l:l:l.i.t formabion or |:|:-Pl.|l:t-
Hon. The different affects of mval signals in the tested spades could be related to their
difference m rivalry behavior, which is associated with differences in the vibratory signal
struchure. E heros and C. wbics emit specific rival signals (FRS) affer alternation with female
calling signals (F5-1 of E. heros and F3-1a and F5-1b for £ whica). In comtrast, ovalry m C.
'ir.H_rnZn!i:ﬂ."rﬂ's iz :xprc-:rs-:d ]:r': altemabion and fransibon of c:JJ:i:ng somg Fi-la to the F&-1b
type. which is maimtained untl ome of the competitors falls silent [10]. Considering these
spacific characteristics, we may Iypothesize that rval signals of E. keos and O adioa in-
hibik cur...'?en.ﬁ.-:" maTe than 'I'l'.nse of C. 1?.!1;'&:'1'.1:1113 This iz also "u.PP-a:rI:ed 'I:-'l:ﬂ'l.e pbzar-
vation that the proporions of insect Zgnaling, latency and response fme of Cukior and
E. keros were mot .'.igtﬁﬁc:mﬂ]: affeched 'I:r': rval female .'.:i.gn.m Pl:::z-:l back fo P]mis-, bt
in both cases the number of pairs copulating was raduced in the prasence of this signals.

In . ir.ﬂ_rri.r.'i'.'ml.'u = P-rl:-l:harh.-aru DfP.I:iIE fhat c:-P-ul:.!'e was not redoced l:r'.' femal=
mival signals and may be a comsequence of some mechanizms of adaptation to & noisy
background by modifying the spactral and temporal parameters of their signals. In gan-
eral, C nnm:':mu md:l.ndu:]s- axtend the duraftion -:fv.'.:J]J.ng ﬂm:].. [F&-laj amd sl'.nr!'en
pulses and repeftbion ttme of dust signals (F5-1b and M5-1) when in the presence of dval
fﬂ:n.:lesign:l:.ﬂ. sipnilar vu‘]a‘l:i.-:min:ig;rul emizsions was observed in females of IV, oirid-
il -:lu::i:.g fermale :I:i.'l.'.:IJI:I.' interactions [11] that, EII:I:'EIJ..'II]".T ta C. m*mm ]:-r-:ceedin dit-
ferent levels of complediy by the emission of three types of rival songs [11]. However, as
temporal parameters of shink bug sipnals are directly related to gender and species-spec-
:i.E|:i.1:_l.r_. and characterishcs need tobe comsersed dLIJ.'.i.E'I.g’ commmumnication [&12,36—38], itwas
observead that & daricficorais sipnal parameters of individuals in noisy anwironments ars
in the general species-spedfic range [12].

Several shudies have showed J:|.'|11.1'.|:lrt|:-1"1r and dJSEIJ.P‘hIlE effects on adrbome or sub-
shrate-borne commmunication by arironmentsl noise [35—21], and the application of this
kniowladge to behavieral pest management has been proposed [12]. One of the proposed
strategies is using vibrations as a bool to distupt mating [15.19]. This shategy was success-
fully tested in different hemipterans, such as Cicadellidae, Delphacidae, Liviidae and Tn-
ozidae, usi:.g nataral [E.g,,. d.im'upti.ve_. rival or femals :i.gﬂ.:lJE:l oT :I.'I.'E.E.dl]l:l.' :m&le:i.::d
(=x. whife noise, pure tome] vibrabions [17-19.23,24,47—24]. The general pattern observed
in these shudies suggests that mating disruption could be achieved by interference in comi-
munication, which reduces :ig;n:l] emission .'Irld.‘l'l'LE'P'Il:lb:I.]:liJi‘l'_l.-' :-f]:-.:ljrf-arm:lﬁnrn. A simi-
lax =ffect was observed in our study on E. heros and . wlbica.

Mating disruption n shink l:-u.g'.: wras studied frst in E. heros using conbinuous pure
tone vibrabions as mterference background nodse [25]. Flaying back pure-tone vibrations
(75 ko 200 Hz) chowed significant effects on E. heros communication, reducing the re-
spomses of males to c:J]ing .*.:Lglu.]s and their search for females. In addifion, &dspu::—!'-:ne
vibration had a stvong =ffect on copulaton, reducing it by 94.2 to 100% in relation to con-
trol pairs [25]. However, in long-duration sxperiments (24 hj, the reduchon in copulation
was lowrer and reached 22 7% on plands with background neiss n ralafion to resulis ob-
taimed in experiments on non-stimualated plands [25]. Similar resulis obtained in exper-
meTifs W‘]ﬂ'l.P]I:I.’bJEl: rval femals sig;n.l]s shiowred a reduchon in EDP'II].J.EDII.JE a result of
reducing signale and duetiing emissions and of dismupling male directional movement to
calling females.

The distupting =ffect of background noize on males searching for females was also
showm in W, wividuls [25]. In thic specias, searching and crientation were also negativaly
affected by simultansous playback of female calling songs from conspecific and alisn spe-
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ces [37]. The principal mechanism for vibrafional direcHonality iz detechion and pro-
cessing of amplitade, phase andfor Hme diffarences in the Hme of signals arrival at lag
recephors spabially distribubed om the substrate [46,£7]. Background vibrations could dis-
mP!' stnk 'bug: dj::cﬁnna]i!}'b::mterfemewi&im‘hu:ﬂ:: pmittted :'Lg.n:.'l:.,. 'I:-re.:lr.ingﬂ'.:
differences i:.'L.imP]i‘l'u-:l:. Ph:.".: or Hme.

The reduchon m fhe EfEd.mc}'ufbackgmund noise | emitted H-P1.1IE-‘|:B1'|E vibrations)
in disrupling mating in long-duration experiments in E. keros was explained a= resulf of
habifuation [27]. It was proposed that this habibuation effect could be redhced with dif-
ferent stratemies, for exarnple, the use of discomfinions reproducton of artificial signals
or of predaters, rival or male Spnals amitted prior to copulation [25], because all of Hhess
signals hawe distuptive affects on shink bug commurnication [10]. Fallowing this ypothe-
sis, we heshed H'l.einLP:l.ctan:i.r:ﬂ ::ig;rﬂ. Thie results Frﬁm!'edhmmgg:s!‘ H'l.ﬂ.rPn'l:mE.:J
for application in pest comirol management as a tool for mandpulation and disruption of
mating behavior. Further work needs to forus on the effecks of rival female signals used
in long-duration axperiments and on their interfarence in the ralaass of the male sex phez-
omaone. Hink bugs’ sesmal behavior includes commumication with signals of different me-
dalitiss, principally chemicals (pheromone) and subsirate-borne vibration [$5]. The oat-
:i.ng di:n:]:rl:i.-:m sl:rai:eg::' needs to consider interachons (=g :':'n-:rgi_.'-l:l.-: effects and Izgula-
Hon of signal emission by signals from another modality) between sipnals of these o
modalifies,

Th uze of 2 mating disroplion shrategy at the presant stage of technology seams to
b= miore complicated in crops in large areas. This is the case of soybean in Brasi] and othar
countries [15]. compared with previously shudied sycteme such as those described for
vineyard pests, hat use an elscromapnetic vibrator coupled to the wires used to support
the plants [18,20,2243] and for I, dirl, where disharbing synthetic female responses ars
played back with a microcontzoller piazo buzzer platform affer detecting a male calling
[23.24]. Howrever, the combined wse of sex ]:-h-ﬂ'-:m-:ne: and disrup'l:i.ng :ig;n.'i].-'. could b=
used in a mating disTuplion stratepy in extensive crop areas. Fheromones could be used
ta;g:ga‘tz i:ru'.ecls-in@m:i.ﬁc Plice-s-ini'h: cultivated felds, where the -:I.iﬂul:d:i.'ng :ig,rﬂ
could be applied successfully by mechanical or airbome components that ransmi them
to plants.

3. Conclusions

Vibratory commurication among stink bugs offers a great oppeortunity to devalop
biorationzl pest contrel tools based on their behavioral manipulation, and mating distup-
Hon could be ane of the more promising sirategies for this. In this work, i was demon-
strated at first that (1) fermale mval Eig.l.'l..'lh Pl:l.}:ed back as'l:lar_'kg'mund nioize affect vibra-
'I:e-r:r-:-:mmu:ﬁ:::ﬁ-:ln -:f]:l:.in-nfﬂ'm ﬁ.nk'l:rl.Lg q:lt-:ie-:n Imi tewra cases (E. heros and C. ubica),
female rival signals silence the pair, interropiing the duet signalization. In the other spe-
ces, O impricHcornis, nsacts in the presence of female rival signals change temporal and
speciral parameters to avoid background noise interference (Hypothesis 1) (2) a5 a con-
sequence of this, the pressnce of fval signals reduces the proportion of pairs developing
mating behavior and copulation. This effect was more strongly observed In E. heros and
. ukica (Hypothesis 2).

The resalts show potential for interference in shink bugs communication and for dis-
Tupting mating. The effact on population dymamics and pest confrol nesds to be tested in
long duration semi-feld and feld experiments.

Supplementary Matenialss The following are available online at  www.mdpi.com2075
52277, Figure 51: Figure 51. Osdllograms of stimuolation programs used in the play back

experiments. Figures show a complete sequence of pulses (with the total duration at right) of one
stimulation programs for each species studied and a detail {marked in the stimolation program with

a red square) of o sequenor of pulses with the correspondent one second scale. Ewschistus hemns:
sequences of rival songs of three different female rival imteractions. Chingrdg ehica: a long sequence
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af rival songs from ome: female rival interaction. Chimemis smpicticorns: sequence of alternation of F&-
il oof twos different female rival interactions. Figure 52: General setup of the play back experiments.
Figure 55 Title. File 51: Statistical analyses scripts and results.
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RESULTADOS ADICIONAIS

Avaliagdo do efeito de sinais de rivalidade de fémeas e machos de
E. heros para coespecificos.

Esta etapa do trabalho foi complementar aos experimentos realizados no
trabalho previamente apresentado (Inhibitory copulation effect of vibrational rival
female signals of three stink bugs species as a tool for mating disruption).

Neste caso foram desenvolvidos experimentos com o objetivo de avaliar
o efeito dos sinais vibratorios quando os individuos (macho ou fémeas) se
encontravam individualmente nas plantas. Desta forma o intuito foi aprofundar o
entendimento de como os sinais de rivalidade podem interferir na comunicacao
dos coespecificos. O sinal de rivalidade dos machos foi incorporado para avaliar
se possui um efeito disruptivo similar ao comprovado para as fémeas. Assim
além de ser avaliado o seu efeito nos insetos em forma individual o mesmo

também foi avaliado quando reproduzido para casais

As metodologias desenvolvidas e andlises de dados foram as mesmas
gue as descritas anteriormente (Inhibitory copulation effect of vibrational rival

female signals of three stink bugs species as a tool for mating disruption).

Segundo o descrito anteriormente 0s experimentos consistiram em
reproduzir os sinais de rivalidade para plantas de feijdo. Os programas de
estimulacdo com o canto de rivalidade das fémeas foram os mesmos que 0s

utilizados nos experimentos com casais das trés espécies.

Um procedimento similar foi adotado para criar os programas de
estimulacdo com sinais de rivalidade de machos de E. heros. Neste caso os
sinais de rivalidade incluem uma sequéncia alternada de pulsos emitidos pelos

machos, onde um dos machos emite uma série de pulsos e o rival responde com
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um pulso individual, dando ao canto uma sequéncia tipo a-a-a-a-b-a-a-a-b, onde
a e b representam os diferentes machos rivais (Blassioli-Moraes et al 2005).

Para obter os sinais de rivalidade dos machos foram colocados, na
mesma folha, dois machos e uma fémea de E. heros, e os sinais registrados
segundo descrito na secdo PEG. A descricdo dos programas de estimulacdo

utilizados esta no Anexo I.

Os bioensaios foram realizados com casais coespecificos (N= 30 para
cada espécie e tratamento) também foram utilizados fémeas ou machos

individualmente (N = 20 para cada sexo e tratamento).

RESULTADOS

Experimentos com fémeas e machos em forma individual e reproducéo do

sinal de rivalidade de fémeas

Para facilitar a leitura os resultados apesentados foram somente os testes
estatisticos significativos. Os resultados de todas as analises estatisticas se

apresentam no Apéndice 1.

Nos experimentos onde foi reproduzido o sinal de rivalidade das fémeas
nao foram observadas diferencas estatisticas na proporcdo de fémeas ou
machos de E. heros, que responderam emitindo sinais vibratérios em relacédo ao

controle (plantas sem vibracéo) (Tabela 1.1).

As fémeas de E. heros foram estimuladas a emitir sinais vibratorios
guando em presenca do sinal de rivalidade das fémeas coespecificas. O tempo
de laténcia foi menor para as fémeas que estiveram em plantas vibradas com o

sinal de rivalidade (tratamento) em relacdo as plantas sem vibrac¢des (controle)
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(t = -3,661, gl = 20, p = 0,001), os machos nao mostraram diferencas
significativas na laténcia (Figura 1.1 A). Adicionalmente o tempo de resposta
(tempo em que o macho permaneceu emitindo sinais vibratérios) foi menor nos
machos em plantas tratadas em relacéo as plantas controle (t = -2,744, gl = 19,
P =0,012) e as fémeas nao apresentaram diferenca significativa (Figura 1.1 B).

Tabela 1.1. Resultados da analise de regresséo logistica e calculo da razdo de chance (IC 95%)
para avaliacdo do efeito da reproducdo de sinais de rivalidade de fémea e macho de
coespecificos (Tratamento) para machos e fémeas de Euschistus heros na proporcao de insetos
gue emitiram sinais vibratérios (proporcédo de resposta). As variaveis foram computadas em
forma binaria (presenca auséncia do comportamento) e comparadas em relacdo ao observado
nos casais colocados em situacdo de controle (plantas sem vibracoes). Valores de razéo de
chance em negrito indicam efeito significativo do tratamento em relacdo ao controle.

Tratamento Variavel Estatistica Razao de chance
(IC 95%)
Rivalidade Fémea Resposta Fémeas z=0,99 P=0,32 GI=48 1,86 (0,54 - 6,40)
Resposta Machos NA
Rivalidade Macho Resposta Fémeas z=-0,78 P=0,46 GI=77 0,66 (0,21 - 2,0)
Resposta Machos NA
Resposta Fémeas C NA
Resposta Machos C NA
Copula z=-4,50 P < 0,05 GI=58 0,02 (0,004 - 0,11)

Referéncias:Valores de razdo de chance em negrito indicam efeito significativo do tratamento em
relacdo ao controle.C= casal, experimentos feitos com casais. Resposta fémeas= fémeas que
emitiram pelo menos um pulso de sinal vibratério durante o experimento. Resposta machos =
machos que emitiram pelo menos um pulso de sinal vibratério durante o experimento. Copula=
casais que copularam durante a execucdo do experimento. NA= ndo avaliado, nestes
tratamentos todos os insetos emitiram sinais vibratérios tanto no controle quanto no tratamento

Para avaliar o efeito dos sinais de rivalidade na estrutura dos sinais
vibratorios emitidos pelos insetos foram considerados os parametros temporais

e espectrais caracteristicos destes sinais

A duracdo do pulso dos sinais foi afetada pela presenca do sinal de
rivalidade das fémeas, fémeas e machos emitiram pulsos menores em relacao
ao controle (Fémea: z = -152, gl = 916, P < 0,001; Macho: z =103, gl =814, P <
814) (Figura 1.2 A). Os intervalos entre pulsos foram maiores nessas plantas

tratadas em relagdo ao dos sinais vibratorios emitidos em plantas controle
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(Fémea: z = 107, gl = 916, P<0,001; Macho: z =19, gl =814, P < 0,001) (Figura
1.2 B). Tanto machos quanto fémeas ndo mostraram efeitos significativos do
tratamento com o sinal de rivalidade das fémeas no numero de pulsos emitidos
em relacdo aos insetos na situagao controle (plantas sem vibragdes) (Figura 1.2
C). A frequéncia dominante foi maior quando os insetos estiveram em plantas
tratadas com sinal de rivalidade de fémeas, em comparacdo com plantas
controle (Fémea: z= 20, gl = 916 P<0,001; Macho: z = 11, gl= 814 P< 0,001)
(Figura 1.2 D).

A m Tratamento Controle B m Tratamento Controle
300 - % - 600 .
J <
250 { 2 450 - I
© 200 A §
© ol
g 150 g 300 I
<@ o)
< 100 4 =3
- I £ 150 -
[ F
0 - 0
Fémea Macho Fémea Macho

Figura 1.1. Resposta de fémeas e machos de E. heros em plantas vibradas com
sinal de rivalidade de fémeas (Tratamento) ou ndo vibradas (Controle). A)
Laténcia (média do tempo em segundos no qual o inseto emite primeiro canto) e
B) Tempo de resposta (média do tempo em segundos no qual o inseto
permaneceu cantando). As barras representam o nimero médio dos parametros
e as linhas acima das barras representam o erro padréo. *acima das linhas das
barras representam diferenca estatistica entre os tratamentos.
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Figura 1.2. Parametros dos sinais emitidos por fémeas e machos de E. heros em
plantas vibradas com sinal de rivalidade de fémeas (Tratamento) ou ndo vibradas
(Controle). A) Duracao do pulso (média do tempo em milissegundos). B) Intervalo
entre os pulsos (média do tempo em milissegundos, do final de um pulso ao
inicio do proximo).C) Média do numero de pulsos. D) Frequéncia dominante
(média da frequéncia dominante em um pulso, em Hz). As barras representam o
numero médio dos parametros e as linhas acima das barras representam o erro
padrdo. *acima das linhas dasbarras representam diferenca estatistica entre os
tratamentos.

Experimentos com fémeas e machos em forma individual e casais com a

reproducdo do sinal de rivalidade de machos

De forma similar ao observado quando os insetos estiveram em plantas
com o sinal de rivalidade das fémeas a proporcao de insetos que emitiram sinais
vibratorios (proporcédo de resposta) ndo deferiu nas plantas vibradas com o sinal

de rivalidade dos machos e as plantas controle (sem vibragao).

Em presenca do sinal de rivalidade dos machos as fémeas mostraram um

uma laténcia maior em relacédo as fémeas em plantas controle (t =-3, gl = 19, P=
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0.006) (Figura 1.3 A). A resposta dos machos nao foi influenciada ao considerar

este parametro comportamental.

Nas plantas vibradas com o sinal de rivalidade de machos, os machos
emitiram sinais vibratérios num periodo menor de tempo em relagéo aos insetos
em plantas controle (t = -3, gl = 19, P = 0.006). Para as fémeas nao foram
observadas diferencas significativas (Figura 1.3 B).

Ao considerar os parametros dos sinais emitidos quando o0s insetos
estiveram em contato com sinais de rivalidade de machos foram observadas
respostas diferenciadas nas fémeas e nos machos. Em plantas tratamento as
fémeas emitiram pulso de menor duracéo (z = -40, gl = 546, P < 0,001) e os
machos pulsos mais longos (z = 195, gl = 656, P < 0,001) em relagédo aos pulsos
emitidos pelos individuos em plantas controle (Figura 1.5. A). O intervalo entre
pulsos foi maior para os insetos dos dois sexos quando 0s insetos estiveram nas
plantas tratamento em relacéo aos insetos em plantas controle (Fémea: z = 338,
gl = 546, P < 0,001; Macho: z = 2275, gl = 656, P < 0,001) (Figural.5. B). O
numero de pulsos emitidos pelos machos nas plantas tratamento foi maior do
gue nas plantas controle (t =-3, df =19, P =0.001) as fémeas ndo apresentaram

diferenca significativa neste parametro (Figura 1.5. C).

A variacdo na frequéncia dominante mostrou diferente tendéncia nos
insetos dos dois sexos. Enquanto as fémeas mostraram uma reducdo da
frequéncia dos sinais emitidos em plantas vibradas com o sinal de rivalidade dos
machos em relacao as plantas controle (z =-16, gl =951, P <0,001) a frequéncia
dominante dos machos aumentou nessa situagao (z = 14, gl = 656, P < 0,001)
(Figura 1.5 D).

Na situacao onde as plantas foram vibradas com o sinal de rivalidade dos
machos e o0s insetos estiveram nas plantas em presenca de um coespecifico do
sexo oposto nenhum dos parametros basicos do comportamento analisados,
proporcao de resposta (Tabela 1), laténcia e tempo de resposta (Figura 1.3 A e
B), tanto nos machos quando nas fémeas foi afetado em relacédo ao observado
nas plantas controle. As fémeas testadas isoladamente levaram mais tempo para

comecar a emitir sinais vibratorios quando ndo havia a presenca do sinal de
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rivalidade de macho (t =-3.0839, gl = 19, P = 0.006), para os machos nao foram
observadas diferencas significativas entre plantas tratamento e controle (Figura
1.3 A). Entretanto, os machos permaneceram menos tempo emitindo sinais
vibratérios quando havia a presenca do sinal de rivalidade de machos
coespecificos (t = -3.0606, gl = 19, P = 0.006 (Figura 1.3 B)

A duracdo dos pulsos dos sinais emitidos pelas fémeas e os machos
guando estiveram juntos nas plantas e em presenca de sinais de rivalidade de
machos mostrou uma tendéncia oposta a observada quando os insetos
estiveram individualizados nas plantas e na presenca do mesmo sinal. Quando
em casais, a duracdo dos pulsos emitidos pelas fémeas foi maior quando
estimuladas com sinal de rivalidade dos machos comparado ao controle (Casal
Fémea: z =32, gl =951, P < 0,001; Fémea: z = -40, gl =546, P < 0,001) e a dos
machos foi menor (Casal Macho: z = -22, gl = 862, P < 0,001; Macho: z = -195,
gl = 656, P < 0,001) (Figura 1.5 A). O intervalo entre pulsos foi maior tanto para
fémeas quanto para machos nas plantas tratamento em relacdo as plantas
controle (Casal Fémea: z = 1064, gl =951, P < 0,001; Fémea:z = 338, gl = 546,
P < 0,001 Casal Macho: z = 207, gl =862, P < 0,001; Macho: z = 2275, gl = 656,
P <0,001) (Figura 1.5 B). Os machos testados individualmente (t =-3.7762, df =
19, p-value = 0.001) e as fémeas em casais (t = -2.1276, df = 27, p-value =
0.04265) emitiram um maior numero de pulsos nas plantas tratamento (Figura
1.5 C). Tanto os casais, € 0s machos testados individualmente emitiram sinais
com frequéncia dominante maior nas plantas tratamento em relacdo aos sinais
emitidos nas plantas controle (Casal Fémea: z = 22, gl =951, P <0,001; Fémea:
z =-16, gl =546, P < 0,001; Casal Macho: z = 18, gl = 862, P <0,001; Macho: z
=14, gl = 656, P <0,001), as fémeas responderam de forma contraria (Figura 1.5
D).

Quando considerada a proporcao de casais que copularam foi observado
um claro efeito inibitério dos sinais de rivalidade dos machos (z=-4,50, gl =58. P
< 0,05) (Tabela 1, Figura 1.4).
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Figura 1.3. Resposta de fémeas e machos de E. heros quando colocados em
forma individual ou em casais (uma fémea e um macho) em plantas vibradas
com sinal de rivalidade de fémeas (Tratamento) ou nao vibradas (Controle)
guando. A) Laténcia (média do tempo em segundos no qual o inseto emite
primeiro canto) e B) Tempo de resposta (média do tempo em segundos no qual
0 inseto permeneceu cantando). As barras representam o numero médio dos
parametros e as linhas acima das barras representam o erro padréo. *acima das
linhas dasbarras representam diferenca estatistica entre os tratamentos.
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Figura 1.4. Proporcao de bioensaios que terminaram com a cépula dos casais
de E. heros em plantas com sinal vibratério de rivalidade de machos da espécie
(Tratamento, barra azul) e plantas sem sinal (Controle, barra laranja). *acima das
barras representam diferenca estatistica entre os tratamentos (P < 0,05).



Duracéo do pulso (ms)

6000 1
5000 1
4000 1
3000 1
2000 1
1000 A

Casal Fémea

® Tratamento

Casal Macho

m Controle

Fémea

Macho

Intervalo entre pulsos (ms)

00000 A
80000 A
60000 A
40000 A
20000 A

Casal Fémea

m Tratamento = Controle

Casal Macho

Fémea

Macho

50 1

40

30 1

20 1

Numero de pulsos

10 A

Casal Fémea

H Tratamento = Controle

Casal Macho

Fémea

Macho

N
N g
o © o

;

w 2]
o o
L L

Frequéncia Dominante (Hz)
O
o

o
L

Casal Fémea

mTratamento = Controle

*

Casal Macho

Fémea

Macho

94

Figura 1.5. Parametros dos sinais emitidos por fémeas e machos de E. heros
guando colocados em forma individual ou em casais (uma fémea e um macho)
em plantas vibradas com sinal de rivalidade de fémeas (Tratamento) ou ndo
vibradas (Controle). A) Duragéo do pulso (média do tempo em milissegundos) B)
Intervalo entre os pulsos (média do tempo, em milissegundos, do final de um
pulso ao inicio do préximo), C) Média do numero de pulsos e D) Frequéncia
dominante (média da frequéncia dominante em um pulso, em Hz). As barras
representam o numero médio dos parametros e as linhas acima das barras
representam o erro padrdo. *acima das linhas das barras representam diferenca
estatistica entre os tratamentos.
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DISCUSSAO

A disrupcao de copula no percevejo marrom E. heros foi primeiramente
estudado utilizando a vibragdo continua de tons puros como uma interferéncia
de ruido de fundo (Laumann et al., 2018). Ao reproduzir 0s tons puros, entre 75
a 200Hz, foi observado uma reducéo da resposta dos machos aos sinais de
chamamento de fémea e ao comportamento de procura da fémea na planta.
Adicionalmente a reproducdo destes tons puros também ocasionou a reducgéo
da proporcao de copulas de 94.2 a 100% em relagcdo ao controle (Laumann et
al., 2018). Porém, em experimentos de longa duracdo (24 h), a reducédo da
copula foi menor e chegou a 24,7% nas plantas com ruido de fundo em relacéo
aos resultados obtidos em experimentos com plantas nédo estimuladas (Laumann
et al., 2018). Esse resultado condiz com encontrado neste capitulo, uma vez que
os playbacks de rivalidade interferiram na comunicacao entre os pares na planta,
atrapalhou a direcionalidade dos insetos na planta e reduziu o niumero de
copulas dos casais. Para confirmar se o efeito de disrup¢cdo do comportamento
de copula por rivalidade continua efetivo por varias horas, experimentos
similares, mas com longa duracdo de transmissao de playbacks de rivalidade

deve ser realizados.

O efeito de disrupcdo, causado por um ruido de fundo, na busca dos
machos por fémeas foi visto em N. viridula (Polajnar e Cokl, 2008). Nessa
espécie a busca e orientacdo dos insetos na planta também foi afetada
negativamente pela reproducéo de playback de sinal de chamamento de fémeas
coespecificas e heteroespecificas (De Groot et al.,, 2010; 2011). O principal
mecanismo que rege o direcionamento vibracional € a deteccdo e
processamento da amplitude, a fase e/ou diferencas no tempo em que 0s
detectores presentes na perna receberam os sinais distribuidos no substrato
(Cokl et al., 1999; Predern et al., 2018). Um ruido vibracional de fundo pode
causar a disrupcao na direcionalidade do percevejo na planta pela interferéncia

na fase ou tempo da amplitude dos sinais.
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Recentemente um estudo realizado com o psilideo do tomate
Bactericera cockerelli (Sulc) (Hemiptera: Triozidae) mostrou que a presenca do
playback de fémeas e de ruido provocou um efeito disruptivo no comportamento
sexual dos machos e casais, reduzindo a atividade do comportamento
vibracional e diminuindo o nimero de cépulas dos casais, além de induzir as
fémeas que estavam com machos a competir com os playbacks tentando cobrir
os sinais reproduzidos, e estabelecer um dueto com os machos (Avosani et al.,
2020). Estes resultados conferem com os obtidos neste capitulo, uma vez que o
playback tanto de fémeas quanto de machos interferiu no comportamento sexual
e vibracional dos percevejos testados.

Os resultados obtidos nesse capitulo sugerem uma possivel estratégia de
manejo de pragas, como uma ferramenta de manipulacdo e disrupcdo do
comportamento sexual dos percevejos. O uso da estratégia de disrupcédo da
copula é mais dificil de se estabelecer em culturas cultivadas em grande escala,
como é feito com a soja no Brasil e outros paises, comparado aos estudos com
aplicacdo em campo realizados até o momento (Raul et al., em preparacédo). No
entanto, uma estratégia unindo o uso de feromonio sexual a sinais disruptivos de
copula em grandes areas de cultura pode ser mais eficaz. O feromonio atrai os
insetos a areas especificas, em que o sinal vibracional disruptivo de cépula é

transmitido nas plantas.

Pode-se concluir que o comportamento vibracional de percevejos da
familia Pentatomidae pode ser modificado por diferentes fatores existentes no
meio que estdo inseridos, como um alto nivel populacional em uma planta,
gerando comportamento de rivalidade entre machos e fémeas. E esses sinais
vibracionais podem ser usados como potenciais estratégias de controle de
pragas, uma vez que diminuem a taxa de cépula dos casais, e uma grande
oportunidade de desenvolvimento de um controle de pragas bioracional,
ferramentas de manipulacdo do comportamento vibracional e disrupcdo do

comportamento sexual podem se tornar estratégias promissoras.
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CAPITULO Il

RELACOES INTERESPECIFICAS, INTERACOES
ENTRE PERCEVEJOS HERBIVOROS E
PREDADORES E SEUS EFEITOS NA
COMUNICACAO VIBRACIONAL DE PERCEVEJOS
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INTRODUCAO

Nos insetos, a comunicagdo sexual tem sido considerada como uma
forma de intercambio de informag&o mais ou menos privativa, que acontece em
canais especificos e isolados (Kuhelje Virant-Doberlet, 2017). Esta premissa tem
condicionado a investigagdo dos mecanismos e comportamento envolvidos na
comunicacédo sexual a experimentos onde somente se considera a participacao

de um emissor e um receptor.

Entretanto, na natureza, a comunicagéo é mais complexa e envolve uma
série de atores, seja coespecificos, formando redes de comunicagéo, com varios
emissores e receptores atuando conjuntamente (Mc Gregor, 2000, McGregor e
Peake, 2005, Peake, 2005), ou heteroespecificos, que podem invadir 0s canais
de comunicacao e atuar como rivais, competidores ou antagonistas (por exemplo
predadores ou parasitoides) (Rose et al., 2020). Estas interacdes também
podem ser benéficas aumentando as chances de encontro de parceiros, de
dispersdo dos sinais ao sinalizar em grupos (corais) ou reduzindo o risco de
predacédo (Virant-Doberlet et al., 2017). Um caso interessante € o relatado para
mamiferos das savanas africanas, diferentes espécies que possuem 0S mesmos
predadores adquiriram a habilidade de identificar sinais de alarme de espécies
diferentes e assim fugir de seus predadores (Meise et al., 2018), este mecanismo

€ desconhecido para insetos.

Por outra parte os herbivoros também podem identificar vibracdes de seus
inimigos naturais e assim se defenderem da predacdo, lagartas de Semiothisa
aemulataria (Walker, 1861) (Geometridae) quando exposta a vibracfes de 200
Hz, estimulo que mimetizam o percevejo predador Podisus maculiventris (Say,
1832), ou a vibracdes produzidas pela vespa Polistes fuscatus (Fabricius, 1793)
guando pousa ha planta, responderam com o comportamento defensivo, se
pendurando na folha através de um fio de seda (Castellanos e Barbosa, 2006).

As lagartas de lepidoptera também possuem a capacidade de discriminar
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vibracdes de diferentes fontes como coespecificos, predadores e vibragfes
causadas por fatores abidticos (vento ou chuva) com base nas frequéncias e
amplitude das mesmas, como foi demonstrado para Drepana arcuata
(Drepanidae) (Walker, 1855) (Guedes et al., 2012).

Em agroecossistemas existem diferentes tipos de pragas fitéfogas e
inimigos naturais, e a comunicacao intraespecifica destes animais pode ser
disruptiva para seus heteroespecificos (De Groot et al., 2010, 2011) ou benéficas
na localizacdo de hospedeiros ou presas nas plantas (Laumann et al.,
2007,2011, Castellanos e Barbosa, 2006).

Os percevejos (Hemiptera: Pentatomidae) utilizam sinais vibratorios
durante a fase final do seu comportamento reprodutivo. Os sinais vibratorios
atuam na troca de informacéao entre os individuos quando estes se encontram a
distancias moderadas (1 a 2 metros) ou curtas (poucos centimetros ou contatos
fisicos). Utilizando os sinais vibratorios os insetos recebem e enviam informagao
a respeito do sexo, receptividade para a copula e localizacdo (Cokl e Virant-
Doberlet, 2003).

No entanto esse canal ndo € exclusivamente privativo, sinais de outras
espécies de percevejos podem interferir na comunicac¢ao incrementando o ruido
ambiental. Por exemplo, a comunicacdo de Nezara viridula e 0 comportamento
de busca de machos € afetado pela presenca de sinais de outra espécie de
percevejos. Em experimentos onde os sinais das fémeas da espécie foram
reproduzidos numa das folhas de plantas de feijao e sinais de Chinavia hilare
(Say, 1832) em outra folha foi observado que os machos reduzem o
comportamento de busca e, em algumas situacdes, fazem escolhas erradas se
orientando para a fonte de sinais vibratérios dos heteroespecificos (De Groot et
al., 2010; 2011).

Outra fonte de interferéncia podem os inimigos naturais que, atuando
como espides, utilizam os sinais vibratérios de seus hospedeiros como pistas
guando forrageiam. O parasitoide de ovos Telenomus podisisi (Ashmead, 1893)
(Hymenoptera: Scelionide) é atraido pelo sinal de chamamento de fémeas de

E. heros, seu hospedeiro preferencial, e esta atracdo € especifica uma vez que
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as vespas escolheram os sinais de fémeas ao invés dos de macho, ou de outras

espécies de percevejos (Laumann et al., 2007, 2011).

A cultura de soja no Brasil apresenta um grande complexo de insetos
praga e inimigos naturais (Panizzi, 2013). Os percevejos da familia
Pentatomidae sédo considerados praga chave pela sua ampla distribuicdo
geogréfica, abundancia nas culturas e injlrias causadas aos graos (Panizzi,
1997, Panizzi, 2013, Aquino et al., 2019). A presenca e evolugdo populacional
dos percevejos nas culturas estdo diretamente relacionadas ao seu sucesso
reprodutivo. Este é fortemente condicionado pela eficiente comunicacédo sexual
(Zunic et al., 2011) estabelecida com sinais de diferente natureza como
feroménios e sinais vibratorios (Borges e Blassioli-Moraes, 2017; Coklet al.,
2017, 2019).

O percevejo marrom E. heros é a praga mais abundante atualmente nas
plantacdes de soja (Aquino et al., 2019) e seu comportamento e biologia sé&o
estudados para o estabelecimento de um manejo integrado de pragas mais
eficiente em campo. Hoje esta praga é controlada, principalmente, com aplicacao
de inseticidas que muitas vezes sao aplicados de forma indiscriminada com o0s
consequentes impactos ambientais (Corréa-Ferreira et al., 2009, Panizzi, 2013,
Bortolotto et al., 2015). A procura por métodos alternativos e bioracionais para o
manejo deste e outros percevejos praga pode contribuir para o desenvolvimento

de uma agricultura mais sustentavel.

O objetivo deste capitulo foi avaliar interacdes interespecificas de sinais
vibratorios de percevejos fitofagos e predadores avaliando os efeitos na
comunicacédo vibracional das espécies, e identificar sinais com potencial para
interferir ou inibir a comunicacao vibracional e o comportamento reprodutivo de

percevejos fit6fagos

Para isso foram selecionadas trés espécies de percevejos herbivoros que
sao frequentemente encontrados em plantios de soja E. heros, Chinavia ubica e

Chinavia impicticornis, e o percevejo predador Podisus nigrispinus.
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Foram avaliadas as seguintes hipoteses:

1) Existe interferéncia entre sinais de percevejos de espécies diferentes
guando presentes ao mesmo tempo no ambiente. Esta interferéncia
pode ser expressada com mudancas nos parametros temporais e
espectrais dos sinais de percevejos.

2) A emissdo de sinais vibratorios por uma espécie de percevejo tem
efeito inibitério na comunicacdo e cépula em individuos de outras
espécies;

3) A emissao de sinais vibratdrios por percevejos predadores e sua
identificacdo por percevejos fitdfagos produz, nestes ultimos, inibicao
da comunicacéo e desenvolvimento de comportamentos defensivos;

4) Os percevejos predadores utilizam sinais vibratérios de percevejos
herbivoros como fonte de informacéo espacial mostrando movimento

direcionados a fontes de emissao desses sinais.

MATERIAL E METODOS

Criacado dos Insetos:

Os percevejos foram criados e mantidos em condi¢des laboratoriais como

descrito na secéao PEG.

Os percevejos predadores da espécie Podisus nigrispinus (Dallas, 1851)
(Heteroptera: Pentatomidae) foram mantidos em colbnias de laboratorio
seguindo os protocolos descritos em Pires et al. (2009). Os adultos foram
colocados em caixas gerbox (Dimensdes: 11 x 11 x 3,5cm; Capacidade: 250ml).
Cinco casais foram colocados em cada caixa e alimentados com 10 larvas e 5

pupas do besouro Tenebrio molitor (Linnaeus, 1758) (Coleoptera:
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Tenebrionidae). Como complemento da alimentacéo foram colocadas vagens
frescas de feijdo. Um copo de plastico de 50 mL cortado ao meio (4 cm de
didametros e 1,5 cm de altura) com um algoddo embebido em agua foi oferecido
como fonte de agua e para manter a umidade na caixa. As larvas e pupas foram
oferecidas diariamente assim como a coleta de ovos e limpeza geral das caixas.
Os ovos foram colocados em placas de Petri com vagens frescas de feijao para
eclosdo das ninfas, que assim foram mantidas até chegarem a segundo instar.
Posteriormente as ninfas foram colocadas em caixas gerbox e mantidas da

mesma forma que os adultos.

Para os experimentos foram utilizados adultos (fémeas e machos), que ja
haviam tido experiéncia de cépula. Como foi testado o comportamento de busca
por presas, previamente aos bioensaios, estes insetos foram deixados 24 horas
sem alimentacdo. Para isso foram isolados em um tubo Falcon de 50 mL,
fechado com um tecido tipo organza, e somente um algodédo, umedecido com
agua, foi colocado no final do tubo de ensaio besouros T. molitor foram criados
em caixas de plastico com tampa (8 L). Os insetos foram alimentados com farelo
de milho, farelo de trigo e leite em p6 (40:50:10) e vagens frescas de feijao
colocadas sobre a dieta, as quais serviam tanto para alimentacdo quanto para
manter humidade. A troca de alimento e limpeza geral da col6nia se realizou em
intervalos de 20 a 30 dias. Nestes momentos foram separados adultos de larvas
e pupas. A colbnia foi mantida em salas climatizadas a 26.0 + 0,5°C e 65 + 10%
UR com fotoperiodo de 14L:100, no laboratério de Semioquimicos na Embrapa

Recursos Genéticos e Biotecnologia.

Cultivo das Plantas

Nos experimentos foram utilizadas plantas de feijao, cultivadas e condicionadas

segundo descrito na sessao PEG.
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Bioensaios comportamentais

Efeito de sinais de heteroespecificos na comunicacao vibracional e copula de
Euschistus heros e Chinavia impicticornis.

Para avaliar as interacdes durante o comportamento sexual entre insetos
de espécies diferentes foram feitos bioensaios comportamentais com a

retransmissdo de sinais através de plantas.

Para os bioensaios foram construidos programas de estimulagcédo
utilizando sequéncias dos cantos de chamamento das fémeas de E. heros (FS1
segundo Blassioli-Moraes et al., 2005), de C. impicticonris e C. ubica (FS-1a,
segundo Laumann et al., 2016) e dos machos de P. nigrispinus MS1(Laumann
et al., 2013). Estes sinais foram selecionados pelas suas caracteristicas
similares. Todos sao produzidos em longas sequéncias com pulsos ou trem de
pulsos emitidos a intervalos regulares. Para construir os programas foram
selecionadas sequéncias de 5 individuos diferentes de cada espécie. A
amplitude de todos os sinais foi normalizada para valores equivalentes aos da
emissao natural dos insetos registrados em substratos ndo ressonantes (alto-
falantes, Laumann et al., 2013, 2016). Osocilogramas dos programas de

estimulacéo utilizados estdo no Apéndice Il.

Um macho e uma fémea de cada espécie avaliada foram colocados
simultaneamente em folhas opostas de uma planta de feijdo, nas quais foram
reproduzidos os programas de estimulacéo (tratamento) ou se mantiveram sem
vibragdes (controle). Para reproduzir os sinais se seguiram 0s procedimentos

descritos em PEG. Foram realizadas a seguintes combinacdes de tratamentos:

Reproducéo do sinal FS-1a de Chinavia impicticornis (SCi) para um casal

de E. heros

Reproducédo do sinal FS-1a de Chinavia ubica (SCu) para um casal de

E. heros

Reproducéo do sinal MS1 de Podisus nigrispinus (SPn)para um casal de

E. heros
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Reproducéo do sinal FS1 E. heros (SEh) para um casal deC. impicticornis

Reproducdo do sinal FS-l1a de Chinavia ubica (SCu) para um casal
deC. impicticornis

Para cada combinacdo de tratamentos foram realizadas 30 repeticoes
num desenho experimental completamente aleatorizado onde os diferentes
programas de estimulacéo foram trocados a cada cinco repeti¢cdes junto com as

plantas.

O comportamento dos insetos foi monitorado por observacao direta e foi
registrado em ata durante 20 minutos. Durante todo esse intervalo de tempo os
sinais vibratérios emitidos pelos insetos foram registrados seguindo as

metodologias descritas em PEG.

Os comportamentos registrados foram: Propor¢cao de resposta (proporcéo
de casais em que a0 menos um inseto emitiu um sinal vibratério ou mais em
relacdo ao total de casais avaliados) laténcia (s) (tempo desde o inicio do
bioensaio até que o inseto emite o primeiro sinal vibratorio) tempo de resposta
(s) (tempo em que o inseto permanece emitindo sinais vibratorios), numero de
pulsos emitidos por cada inseto durante o bioensaio, e propor¢céao de casais que
finalizaram o bioensaio com a coépula. Os parametros dos sinais vibratorios
registrados e analisados foram frequéncia dominante (Hz), duracdo dos pulsos
e intervalo entre pulsos (ambos em ms). Esses dados foram todos passados
para planilhas e depois processados para as analises estatisticas e

representacao graficas dos resultados.

Respostas do percevejo predador Podisus nigrispinus a sinais vibratorios de

presas potenciais (Euschistus heros)

Foram feitos experimentos para testar a atracdo dos sinais vibratorios de

uma presa potencial E. heros para o percevejo predador P. nigrispinus.

Para isso, foram utilizadas arenas de dupla escolha (Laumann e

Macagnan, ndo publicado). Estas arenas foram construidas com uma prancha
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de acrilico (40 cm x 32 cm) com um furo central em formato “Y” (corpo 20 cm;
bracos 17 cm cada um), o qual foi vedada na parte superior e inferior com placas
de vidros (40 cm x 32 cm x 4 mm) para o inseto ndo escapar. O piso da arena
foi preenchido com papel Panama de cor cinza e 1,62 mm de espessura, cortado
no formato do “Y” que serviu como substrato para transmissao dos sinais. Para
transmitir os sinais ao papel, o vidro inferior da arena foi perfurado (furo de 0,7
cm didmetro) na regiao coincidente com a finalizagdo de um dos brac¢os da arena
(~1 cm da finalizagéo). Este furo permitiu a entrada da agulha do Minishaker,
para manté-la em contato com o piso de papel. Para evitar a difusdo das
vibragdes para o braco oposto da arena, na regiao de bifurcacdo do Y a base de
papel foi cortada, estabelecendo uma fenda de 1 mm (Figura 2.1) entre os dois
bracos. Desta forma a arena possui uma regido que vibra formada por um dos
bracos do Y e o corpo central da arena e uma regiao que néo vibra (braco oposto
da arena). Assim a arena mimetiza o caule central de uma planta e sua
bifurcagéo e permite avaliar a escolha do inseto por uma area com vibracoes e

uma area sem vibragdes (Figura 2.1).

Para os bioensaios foram utilizados programas de estimulagcao
construidos com sinais de chamamentos de fémeas de E. heros. Esta espécie
foi selecionada por ser a mais frequente e abundante na cultura da soja. Os
programas (N = 5) foram construidos seguindo os mesmos procedimentos
previamente descritos. Durante todo o periodo dos bioensaios os programas de
estimulacdo foram reproduzidos seguindo as metodologias descritas em PEG
para reproducéao de sinais. A descricdo dos programas de estimulacao utilizados

esta no Anexo ll.



107

Area de Area de Orificio

liberagdo escolha naarena Flacadesom

Area de
escolha

Minishaker

Area de
liberagéo

Reproducéao
—_—— do sinal

g |

Figura 2.1. A) Arena de dupla escolha em formato de Y. B) Desenho esquemaético
do bioensaio.

Para os bioensaios um macho ou uma fémea de P. nigrispinus foram
colocados individualmente no extremo final do brago comum do olfatbmetro
(base do Y), e um dos programas de estimulacdo foi retransmitido através do
papel Panama durante 10 minutos. Durante este periodo o comportamento do
percevejo foi monitorado registrando escolha inicial (braco do olfatbmetro onde
o0 inseto entrou em primeiro lugar se deslocando nele até pelo menos um terco
do seu comprimento) e o tempo de residéncia (s) (tempo em que o inseto
permaneceu em cada um dos bracos da arena). Como controle e para evitar
gualquer possivel viés da arena foram realizados bioensaios onde nenhum dos
bracos foi vibrado. Foram realizadas 20 repeticdes para cada combinacéo de
tratamentos num modelo completamente aleatorizado com mudanca dos
programas de estimulacéo e insetos (machos ou fémeas) a cada 3 bioensaios,
guando a base de papel da arena foi trocada. A cada 5 bioensaios os bragos
tratamento e controle foram invertidos girando o vidro inferior da arena para

permitir que o furo fique na posicao correta.

Andlise de dados

A proporcéo de resposta, proporcdo de sinais de cada tipo emitidos por
fémeas e machos e a propor¢ado de copulas de cada espécie e entre as plantas

dos diferentes tratamentos (vibradas com sinais de diferentes espécies de
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percevejos de rivalidade coespecificas) e controle (sem vibracdo) foram
comparadas utilizando um modelo de regressdo logistica considerando
respostas binarias como variavel. Os coeficientes da regressao logistica e seus
correspondentes desvios padrbes foram utilizados para calcular a razdo de
chances (oddsratios - OR) e seus correspondentes intervalos de confianca de
95% (IC 95%). Com a razéo de chances pode se estimar se a probabilidade de
gue os comportamentos considerados sejam desenvolvidos pelos insetos se
reduzem (OR < 1) ou se os incrementa (OR > 1) quando os insetos estiveram
nas plantas tratamento em relagdo ao observado nas plantas controle. A razao
de chance foi considerada significativa se 0 seu IC 95% nao inclui o valor de 1.

A laténcia, tempo de resposta e nimero de pulsos foram avaliados com o
teste de Shapiro-Wilk. Quando os dados apresentaram distribuicdo normal os
valores obtidos nas plantas com os diferentes tratamentos e nas plantas controle
foram comparados por uma analise de variancia (ANOVA) de medidas repetidas,
considerando os dados obtidos no mesmo individuo como medidas repetidas.
Para comparar os valores médios dos diferentes tratamentos foi utilizado o teste
de Tukey quando os dados ndo apresentaram normalidade, foram analisados
com modelos lineares generalizados mistos (GLMM) e analise de devianca
(ANODEV) com distribuicdo de erros Gamma, considerando os parametros
como Vvariavel resposta, a condicdo em que o0s insetos foram expostos
(tratamento ou controle) como fator explicativo e os individuos como efeitos
aleatorios. Para comparar os valores médios dos diferentes tratamentos foram

utilizadas analises de contraste.

Nos experimentos em arenas de dupla escolha para comprarar a primeira
escolha entre os lados da arena foi realizada um teste de regresséao logistica
para estimar a probabilidade de escolha para o braco tratamento. O teste de x?
de Wald foi utilizado para avaliar a hipétese de néo preferéncia (50% de
probabilidade de escolha para cada lado) entre os bracos tratamento e controle
da arena. O tempo de residéncia em cada lado da arena foi comparado utilizando
o teste de Wilcoxon. Todas analises foram realizadas na plataforma R verséo
4.0.0 (R Development Core Time, 2020) utilizando o pacote Ime4 para as
analises GLMM.
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RESULTADOS

Os resultados de todas as analises estatisticas se apresentam no

Apéndice 2

Efeito de sinais de heteroespecificos na comunicacao vibracional e copula

de E. heros e C. ubica

A comunicacéao vibracional e comportamento de cépula de E. heros nao
foram influenciados negativamente pelos sinais de heteroespecificos (Figura 2.2
eTabela 2.1). Nao foram observados efeitos significativos dos tratamentos
(plantas vibradas com sinais de heteroesepecificos) na proporcao de resposta
de fémeas e machos e na proporgcao de copula em relacéo as plantas controle
(Tabela 2.1).
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Tabela 2.1. Resultados da andlise de regreséo logistica e célculo de razdo de chance (IC 95%)
para avaliagdo do efeito da reproducdo de sinais heteroespécificas (Tratamento) para
Euschistus heros e Chinavia impicticornis. As varidveis foram computadas em forma binéaria
(presencga auséncia do comportamento) e comparadas em relacdo ao observado nos casais
colocados em plantas sem vibrag8es (Controle). Valores de raz&o de chance em negrito indicam
efeito significativo do tratamento em relacdo ao controle.

Espécie avaliada
Tratamento

Variavel

Estatistica

Razao de chance
(IC 95%)

Euschistus heros
SCi

SCu

SPn

Chinavia impicticornis
SCu

SEh

Resposta Fémeas
Resposta Machos
Copula
Resposta Fémeas
Resposta Machos
Copula
Resposta Fémeas
Resposta Machos
Copula

Resposta Fémeas
Resposta Machos
Copula
Resposta Fémeas
Resposta Machos
Copula

z=-1,30 P=0,19 Df = 58
NA
z=-0,58 P = 0,56 Df= 58
z=-1,56 P =0,12 Df=58
z=-1,30 P = 0,19 Df=58
z=-1,62P =0,10 Df=58
z=-1,56 P =0,12 Df= 58
z=-0,99 P = 0,32 Df= 58
z=-0,58 P = 0,56 Df= 58

z=-2,13 P = 0,03 Df= 56
z=-3,89 P < 0,05 Df=56
z=-2,08 P = 0,04 Df= 56
z =-3,28 P < 0,05 Df=56
z =-3,89 P < 0,05 Df=56
z=-2,17 P = 0,03 Df= 56

0,22 (0,02 - 2,14)

0,71 (0,22 - 2,25)
0,17 (0,02 - 1,58)
0,22 (0,02 - 2,14)
0,40 (0,13 - 1,21)
0,17 (0,02 - 1,58)
0,31 (0,03 -3,17)
0,71 (0,22 - 2,25)

0,27 (0,08 - 0,90)

0,01 (0,001 - 0,12)

0,17 (0,03 - 0,90)
0,13 (0,04 - 0,44)

0,01 (0,001 - 0,12)

0,16 (0,03 - 0,84)

Referéncias: Resposta fémeas = fémeas que emitiram pelo menos um pulso de sinal vibratério
durante o experimento. Resposta machos = machos que emitiram pelo menos um pulso de sinal
vibratorio durante o experimento. Cépula= casais que copularam durante a execuc¢do do
experimento. NA= ndo avaliado, neste tratamento todos os machos emitiram sinais vibratérios
tanto no controle quanto no tratamento.
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Figura 2.2. Proporgéo de bioensaios que terminaram com a copula dos casais
deE. heros (Eh) e C. impicticornis (Ci) em plantas vibradas com sinais vibratorios
de heteroespecificos ou plantas sem vibra¢des (controle). C Controle, plantas
em vibracgdo; SCi: plantas vibradas com sinal FS-1a de C impicticornis; SCu:
plantas vibradas com sinal de FS-1a de C. ubica; SPn:planas vibradas com MS-
1: sinal MS1de P. nigrispinus. As letras acima das linhas representam diferenca
estatistica entre os tratamentos (Analise de Regresséo logistica P < 0,05).

Para C. impicticornis foi comprovado um claro efeito inibidor tanto na
emissao de sinais vibratérios quando da cépula quando os insetos estiveram em
plantas vibradas com sinais das trés espécies avaliadas em relacdo ao

observado em plantas controle (Tabela 2.1) (Figura 2.2).

Em E. heros, também nado foram observados efeitos significativos na
laténcia e tempo de resposta dos individuos que iniciaram a comunicacao
vibracional (Figura 2.3 A e B). Um resultado similar foi observado para
C. impicticornis quando se considerou a laténcia. Entretanto, o tempo de
resposta tanto das fémeas quanto dos machos foi diferente entre os tratamentos
(Fémea: F = 34,95 gl = 46; P<0,001; Macho: F = 27,39; gl = 33; P<0,001) (Figura
2.4 A e B). Os machos e as fémeas permaneceram mais tempo emitindo sinais
nas plantas controle (sem vibracdes) em relacdo as plantas vibradas com sinais
SCu ou SEh (testes de contrastes P < 0,05) (Figura 2.4 B).

O numero de pulsos emitidos pelas fémeas de E. heros variou
significativamente entre os tratamentos (F = 1737,3; gl = 104, P <0,001). As
fémeas emitiram um maior nimero de pulsos nas plantas vibradas com SCi,

seguidas pelas fémeas nas plantas controle e SCu e SPn (testes de contrastes
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P < 0,05) (Figura 2.3 C). No caso dos machos somente foi observada uma
reducdo do numero de pulsos quando os insetos estiveram em plantas vibradas
com MSPn (F = 944,94, gl = 111, P < 0,001 e testes de contrastes P < 0,05)
(Figura 2.3 C). Para C. impicticornis ndo foram observadas diferencas no numero
de pulsos emitidos por machos e fémeas nas diferentes condigdes experimentais
(Figura 2.4 C).
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Figura 2.3. Efeito de sinais de heteroespecificos na dinamica de emissao de
sinais vibratérios de fémeas (F) e machos (M) de E. heros. A) Laténcia (tempo
desde o inicio do bioensaio até que o inseto emite o primeiro sinal vibratorio). B)
Tempo de resposta (média do tempo em segundos no qual o inseto permeneceu
cantando) C) Numero de pulsos emitidos. C Controle, plantas em vibracdo; SCi:
plantas vibradas com sinal FS-1a de C. impicticornis; SCu: plantas vibradas com
sinal de FS-1a de C. ubica; SPn: plantas vibradas com MS-1: sinal MSlde
P. nigrispinus. As Barras representam os valores médios dos parametros e linhas
EP. As letras acima das linhas representam diferenca estatistica entre 0s
tratamentos (teste de contrastes, P < 0,05).
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Figura 2.4. Efeito de sinais de heteroespecificos na dindamica de emissao de
sinais vibratérios de fémeas (F) e machos (M) de Chinvia impicticornis. A)
Laténcia (tempo desde o inicio do bioensaio até que o inseto emite o primeiro
sinal vibratorio), B) Tempo de resposta (média do tempo em segundos no qual o
inseto permeneceu cantando) e C) Numero de pulsos emtidos. C) Controle,
plantas em vibracdo; SEh: plantas vibradas com sinal FS1 de E. heros; SCu:
plantas vibradas com sinal de FS-1a de C. ubica. As barras representam o0s
valores médios dos parametros e linhas EP. As letras acima das linhas
representam diferenca estatistica entre os tratamentos (teste de contrastes, P <
0,05).
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Respostas do percevejo predador Podisus nigrispinus a sinais vibratorios
de presas potenciais (Euschistus heros)

Nos bioensaios nos quais nenhum dos bragos da arena foi vibrado com
sinais FS1 de E. heros nem as fémeas e nem os machos de P. nigrispinus
mostraram preferéncia por um dos bragos (Figura 2.5 e 6 A). Da mesma forma
o tempo de residéncia ndo mostrou diferengas entre os tratamentos (Figura 2.5
e 6 C). Quando um dos bracos da arena experimental foi vibrado com o sinal
FS1 da fémea de E. heros, as fémeas de P. nigrispinus ndo mostraram
preferéncia por este tratamento em relacdo ao controle (Figura 2.5 B). Os
machos de P. nigrispinus mostraram clara preferéncia pelas areas da arena com
vibragcdes de fémeas de E. heros (escolha inicial: x> =6, gl =1, P = 0,03), tempo
de residéncia resultado: t = -3,14, gl = 14, P = 0,007) (Figura 2.6 B e C).
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Figura 2.5. Resposta de fémeas de P. nigrispinus ao sinal vibratorio de fémeas
de E. heros (FS1) em arenas de dupla escolha. A) e B) Escolha inicial
(proporcéo), C) Tempo de residéncia (s) C: controle, bracos da arena sem
vibracdes, T: tratamento, bracos da arena vibrados com o sinal FS1 de fémeas
de E. heros. As barras em A e B, indicam a propor¢cdo média de resposta
calculada a partir da regressao logistica e as linhas o IC de 95%, e em C, o tempo
de residéncia médio + EP * indica diferencas significativas (P < 0,05), teste x2
para escolha inicial e teste de Wilcoxon para tempo de residéncia.
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Figura 2.6. Resposta de machos de P. nigrispinus ao sinal vibratério de fémeas
de E.heros (FS1) em arenas de dupla escolha. A) e B) Escolha inicial
(proporgéao), C) Tempo de residéncia (s) de machos de P. nigrispinus em arenas
de dupla escolha. C: controle, bracos da arena sem vibracfes, T: tratamento,
bracos da arena vibrados com o sinal FS1 de fémeas de E. heros. As barras em
A, indicam a proporcdo média de resposta calculada a partir da regressao
logistica e as linhas o IC de 95%, e em B, o tempo de residéncia médio + EP *
indica diferencas significativas (P < 0,05), teste x? para escolha inicial e teste de
Wilcoxon para tempo de residéncia.

DISCUSSAO

A presenca de sinais de heteroespecificos ndo mostrou efeitos
significativos no comportamento reprodutivo de E. heros e somente condicionou

um dos parametros da comunicacao vibracional reduzindo o numero de pulsos
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emitidos pelos insetos quando em presenca de sinais vibratorios de
C. impicticornis e P. nigrispinus. No caso de C. impicticornis os sinais vibratorios
reproduzidos (sinais de C. ubica e de E. heros) alteraram fortemente tanto o
comportamento reprodutivo, como a comunicagao Vvibracional, incidindo
negativamente na formacdo de casais e copula e na emissdo de sinais

vibratoérios.

Os resultados podem ser explicados pela forma em que se estrutura a
comunicacdo vibracional destas espécies de percevejos. A comunicacdo
vibracional de E. heros evolui com a formacéo de duetos com sinais de longa
duracdo (algumas emitidas continuamente durante alguns segundos) que
geralmente se superpdem (Blassioli-Moraes, 2005). Esta superposicao
desencadeia nos emissores uma mudanca dos parametros temporais (reducéo
dos pulsos e dos intervalos entre pulsos) e espectrais (mudancas da frequéncia
dominante dos sinais) que permitem que 0s sinais especificos possam ser
individualizados pelos receptores minimizando assim as interferéncias
originadas na superposicdo dos sinais (Cokl et al., 2015). Este mecanismo

poderia também ser utilizado em situagdes com ruido ambiental elevado.

A diferenca do observado previamente para sinais de rivalidade (Capitulo
1, Resultados, pagina 77, 85 e 90) os sinais de heteroespecificos nao
apresentaram efeitos disruptivos para E. heros. Isto pode ser explicado pela
evolucao sistema de comunicacdo na espécie, que permite aos coespecificos
identificar a estrutura caracteristica dos sinais de rivalidade, que transmitem
informacéo de conflito entre individuos, desestimulando outros individuos para

desenvolver os comportamentos reprodutivos.

Até o momento a Unica informacdo em relacdo a interferéncia de
heteroespecificos em percevejos provem de trabalhos realizados com
Nezara viridula. Nesta espécie, similarmente ao observado em E. heros, foi
comprovado que a presenca de sinais de heteroespecificos ndo reduz a resposta
dos machos quando emitidos em amplitude reduzida em relacdo a emissao dos
sinais dos coespecificos. Mas quando os sinais dos heteroespecificos foram
emitidos com intensidade maior os machos foram inibidos e ndo conseguiram

identificar a fonte de vibragcdo das fémeas da sua espécie, mostrando
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movimentos ndo orientados (de Groot et al.,, 2010, 2011). Os experimentos
desenvolvidos com E. heros e C. impicticornis ndo incluiram variagbes na
intensidade dos sinais pelo que esse efeito deve ser avaliado em experimentos

futuros.

Os resultados relatados para C. impicticornis similar ao descrito para
N. viridula e podem estar influenciados porque ambas espécies possuem um
sistema similar de comunicacdo com sinais vibratorios, com formacédo de duetos
altamente estruturados em que cada individuo adapta suas emissdes aos
intervalos entre os trens de pulsos do parceiro, evitando assim sobreposi¢cao dos
sinais vibratérios (Cokl et al., 2000, Laumann et al., 2016). A presenca de um
sinal "intruso” na comunicagao entre machos e fémeas pode reduzir a troca de
informacdes e a orientacdo dos machos (Virant-Doberlet et al., 2006) levando a
disrupcdo da comunicacdo vibracional e interferindo no comportamento

reprodutivo que finaliza com cépula.

Em diversas culturas, 0os percevejos ocorrem como uma guilda onde a
composicdo e dominancia de espécies pode variar entre regides geograficas
(Panizzi et al., 2012). Contudo, E. heros é atualmente a espécie mais abundante
entre 0s percevejos encontrados em culturas de graos do Brasil (Panizzi e Lucini
2016; Aquino et al. 2019). Uma explicacao para o alto nivel populacional de E.
heros, além de adaptacGes especificas para as condi¢cOes climaticas e sistemas
de cultivo (Panizzi e Lucini, 2016), é 0 seu grande sucesso reprodutivo que pode
se relacionar a plasticidade do seu sistema de comunicacao vibracional, com
adaptacoes especificas para manter a troca de informacdes ainda em ambientes

com altos niveis de ruido ambiental (Cokl et al., 2015).

Insetos herbivoros podem detectar sinais vibratérios de seus inimigos
naturais, e responder com comportamentos que impedem o0
parasitismo/predacao (Castellanos e Barbosa, 2006). Para avaliar se o percevejo
herbivoro E. heros consegue identificar os sinais de predadores foram
transmitidos sinais vibratérios de machos de P. nigrispinus para casais de
E. heros. Os machos e fémeas emitiram menos pulsos quando o sinal de macho
de P. nigrispinus foi reproduzido na planta, porém isso nao influenciou o

comportamento reprodutivo e a propor¢gdo dos casais que copularam, quando
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comparados aos casais em plantas controle. Euschistus. heros néo
apresentaram um comportamento defensivo quando em contato com sinais
vibratérios do percevejo predador P. nigrispinus, uma hipétese para esses
fitofagos ndo identificarem o sinal destes predadores € que P. nigrispinus é uma
espécie polifaga e generalista (Evangelista Janior et al.,, 2004), sendo o0s
percevejos presas alternativas em relagéo as suas presas preferenciais, lagartas

de Lepidoptera (Zanuncio et al., 1994).

Entretanto P. nigrispinus respondeu positivamente aos sinais vibratérios
de E. heros mostrando que o predador pode utilizar esses sinais para identificar
locais onde existem presas potenciais. A comunicacdo Vvibracional de
P. nigrispinus e outros percevejos predadores (Pentatomidae: Asopinae) sugere
gue, neste grupo, o padrédo de comunicacéo vibracional € mais complexo com
sinais produzidos pela vibracdo do abdome, por tremulacdo e por percusséo
(Zuni&, 2008, Shestakov 2008, Laumann et al., 2013), e ainda utilizam sinais num
intervalo de frequéncias mais amplo do que os dos percevejos fitéfagos
(Pentatominae) (Cokl et al., 2011). Sendo assim, estes insetos podem ter
sistemas sensoriais com resposta a uma ampla variedade de sinais vibratorios
e, estar especialmente adaptados, para receber diferentes tipos de vibracdes e
utiliza-las para extrair informacao relevante da presenca no ambiente de presas

potencial.

O uso de vibracbes produzidas por presas ou hospedeiros como
resultado de atividades gerais (movimento ou alimentacdo) sdo uma fonte de
informacédo para inimigos naturais (Meyhoferet al., 1997; Meyhofer e Casas,
1999; Broad e Quicke, 2000; Vilhelmsen et al., 2001). Para os percevejos
predadores (Asopinae) é conhecido que podem identificar e se orientar para
vibracBes produzidas pela alimentacédo ("chewing”) de lagartas de lepidoptera
(Pfannenstiel et al., 1995). O uso de sinais envolvidos no comportamento sexual
de insetos tem sido considerado como um canal privativo de comunicacao.
Entretanto, nos ultimos anos varios relatos demonstram que esses sinais podem
ser explorados tanto por parasitoides (Laumann et al., 2007, 2011) como por
predadores, especialmente aranhas (Roberts et al., 2007, Virant-Doberlet et al.,

2011). Arelacdo entre um percevejo predador e sinais vibratorios de percevejos,
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presas potenciais, € relatada aqui pela primeira vez e abre uma nova perspectiva

nas interacoes entre Asopinae e suas presas.

Os resultados deste capitulo mostram que dentro dos ruidos bibticos
presentes em plantas a relacao entre herbivoros e predadores podem ocorrer de
diferentes formas. E que a comunicacao vibracional € estabelecida de diferentes
formas dependendo o individuo que esta presente na planta. Estes resultados
podem contribuir para compreender as interacdes das diferenes espécies de
percevejos que compartilham habitats (ex. plantas hospedeiras), e abrir caminho
para estudos de técnicas que podem servir como uma boa ferramenta no manejo

integrado de pragas da soja.
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CAPITULO Il

COMUNICACAO MULTIMODAL, INTERACOES
ENTRE SINAIS QUIMICOS E SINAIS
VIBRATORIOS E SEUS EFEITOS NA

COMUNICACAO SEXUAL DE PERCEVEJOS
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INTRODUCAO

A comunicacdo, bem como a eficiéncia de transmissao e recepc¢ao dos
sinais propagados durante este processo, Sa0 cruciais para 0 Sucesso
reprodutivo dos animais (Zunic et al., 2011). Os sinais produzidos pelos
individuos podem ser de diferentes modalidades, como: mecéanicos, sonoros,

tateis, visuais e quimicos, como: olfativos e gustativos.

Higham e Hebets (2013) apontam duas maneiras de caracterizar a
composicdo dos sinais. Uma esta relacionado ao emissor e corresponde a
natureza do sinal (propriedades fisicas) e as propriedades do canal de
transmissdo. A outra considera o sistema sensorial do receptor, que detecta o
sinal. Sendo assim, os sinais podem ser classificados como unimodais quando
a informacdo se transmite como um Unico componente e por um canal
especifico, sendo receptado por um sistema sensorial especializado em detectar
esse componente. Os sinais sdo considerados multicomponentes quando séo
formados por unidades diferenciadas da mesma natureza e que se transmitem
pelo mesmo canal. Os sinais multimodais sdo caracterizados por componentes
de natureza diferente, transmitidos por meio de diferentes canais e processados
por diferentes receptores sensoriais (Partan e Marler 1999, 2005, Higham e
Hebets, 2013).

Um exemplo de comunicacdo unimodal € o caso do primeiro feromoénio
descrito, o do bicho da seda Bombix mori (L.) (Lepidoptera: Bombycidae). Neste
caso todo o comportamento sexual € desencadeado por um Unico composto
produzidos pelas fémeas ((E,Z)-10,12-hexadecadien-1-ol ou bombykol)
(Butendant et al. 1959).

Para exemplificar a comunicac&o multimodal podemos citar o exemplo da
aranha Habronattus coecatus (Hentz, 1846) (Araneae: Salticidae). Nesta

espécie, os machos, durante o comportamento de corte, saltam e emitem sinais
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vibratérios para as fémeas, estas recebem e processam essas duas informacdes

para responder ao comportamento de corte do macho (Elias et al., 2012).

Os componentes de um sinal multicomponente ou multimodal podem ser
redundantes se codificam a mesma informagdo ou ndo redundante se cada
componente transmite uma informacdo diferente (Partan e Marler, 2005).
Considerando as respostas dos receptores a um Unico ou a todos o0s
componentes, 0s componentes redundantes podem gerar respostas
equivalentes (sem mudanca na intensidade da resposta do receptor) ou
aprimoradas (maior intensidade da resposta do receptor). Os componentes néo
redundantes podem gerar respostas dos individuos receptores em quatro niveis
diferentes: independéncia (resposta individual a cada componente), dominancia
(resposta a um unico componente), modulacdo (resposta maior ou menor a um
componente individual) ou emergéncia (uma nova resposta comportamental
guando todos os componentes se apresentam conjuntamente) (Partan e Marler,
2005, Bradbury e Vehrencamp, 2011).

Nos insetos a comunicag¢ao multimodal esta relacionada a diferentes tipos
de comportamento. Um exemplo tipico é o da danca da abelha europeia,
Apis melifera (L.) (Hymenoptera: Apidae), que consiste na transferéncia de
informacdo em relacdo a fonte de recursos florais modulada por sinais de
modalidade fisica, os movimentos do abdome que originam sinais acustico e
vibracionais (bater das asas e vibracdes produzidas durante a danca), e visuais
determinados pelo padrédo e orientacdo dos movimentos (Frisch, 1967). O
comportamento de corte das moscas das frutas também é mediado por
comunicacdo multimodal, uma vez que as fémeas utilizam sinais vibracionais
acusticos originados no batimento das asas, sinais visuais e quimicos

(hidrocarbonetos cuticulares) (Rybak et al., 2002).

Em percevejos (Pentatomidae) o comportamento reprodutivo inclui
comunicacédo a diferentes niveis intermediada por sinais de diferente natureza.
Os machos emitem o feroménio sexual que atua a longas distancias, varios
metros, atraindo as fémeas para a sua proximidade (Cokl et al., 2016, 2017).
Quando estdo na mesma planta, as fémeas emitem sinais vibratorios

transmitidos pelo substrato com a funcdo de chamamento que advertem os
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machos da sua presenca e os direcionam para o local onde elas se encontram.
Uma vez que os insetos estdo em contato fisico ou proximos estabelecem-se
duetos nos quais os insetos emitem sinais vibratorios de corte ou acasalamento
(Miklas et al., 2003) enquanto tocam com suas antenas o corpo do parceiro,
comportamento conhecido como antenacdo. Este comportamento tem sido
relacionado com estimulos tateis e com o reconhecimento de coespecificos
utilizando os hidrocarbonetos presentes na cuticula dos insetos. ApGs esta
etapa, e se a fémea aceita 0 macho, se produz a copula (Borges et al., 1987).
Em algumas espécies de percevejos foi identificado também um canto de copula,
emitido pelos machos durante a transferéncia de esperma (Blassioli-Moraes et
al., 2005).

Em relacdo ao uso de sinais multimodais no comportamento reprodutivo
de percevejos as informacfes sdo escassas e, em geral, relacionadas com a
modulagéo da emissao de um sinal por outro de natureza diferente. Miklas e
colaboradores (2003) observaram, em N. viridula, que a emisséo de sinais de
chamamento das fémeas estimula a producao e liberacdo de feromonio sexual
pelos machos. Nesta mesma espécie foi comprovado que a emissao de sinais
vibratorios pelos machos é estimulada por uma combinacéo de sinais vibratérios

e visuais produzidos pelas fémeas (Zognik e Cokl, 2014).

Além dos sinais descritos acima, tem se proposto que os hidrocarbonetos
cuticulares podem ter uma funcédo relevante na comunicacdo quimica dos
percevejos, principalmente para reconhecimento especifico e de parceiros (Cokl
et al., 2019).

Os hidrocarbonetos cuticulares sdo encontrados em toda a cuticula dos
insetos (Jackson e Baker, 1970) e sdo compostos alifaticos apolares de cadeia
longa (geralmente 15 a 35 carbonos). Estes compostos podem ser saturados
(alcanos) ou insaturados (alcenos e alcinos). Os mais comumente encontrados
em insetos sdo n-alcanos, alcenos e hidrocarbonetos com ramificacbes de
metila. Pelas caracteristicas quimicas a fung¢do dos n-alcanos € associada com
a impermeabilizacéo da cuticula e a dos alcenos e os hidrocarbonetos metilados
estariam mais relacionados com a comunicacdo dos insetos (Blomquist et al.,
1987).
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No caso dos percevejos 0s hidrocarbonetos tém sido estudados no
contexto de rastros quimicos (pegadas) que se formam quando os insetos se
locomovem e depositam os hidrocarbonetos no substrato. Estes rastros
quimicos apresentam claras diferengas entre as espécies e entre os individuos
(machos e fémeas) (Lagba et al., 2020). Esta informacdo € utilizada pelos
inimigos naturais, parasitoides de ovos (Scelionidae), durante o forrageamento
por hospedeiros para localizar areas onde a probabilidade de encontrar massas
de ovos € maior. Neste processo os parasitoides discriminam rastros segundo
as espécies e o0 sexo dos individuos que os originam (Borges et al., 1999, Silva
et al., 2006, Colazza et al., 2009, Laumann et al., 2009, Lagoba et al., 2020).
Zgonik e Cokl (2014) propdem que a emissdo espontanea de sinais vibratérios
observada no percevejo verde, Nezara viridula, pode estar relacionada com os
rastros quimicos de coespecificos depositados nas plantas onde os insetos

foram colocados.

A partir dos conhecimentos basicos em relagdo a comunicacdo de
Pentatomidae e as caracteristicas dos sinais Cokl e colaboradores (2019)
sugerem que a comunicacdao com sinais multimodais em pentatomideos pode
ser relevante para o comportamento reprodutivo destes insetos e que 0s sinais
de uma modalidade especifica podem ter um efeito modulador ou regulador de
sinais de outra modalidade. As consequéncias para o comportamento dos

insetos e para o0 seu sucesso reprodutivo sdo desconhecidas.

Considerando esta lacuna no conhecimento, este capitulo possui o
objetivo de desenvolver estudos de comunicacdo multimodal em percevejos,
pretendendo se estabelecer a interacdo entre sinais de diferentes modalidades

(quimicos e vibratorios) no comportamento reprodutivo destes insetos

Para investigar a interacdo entre sinais vibratorios e quimicos e a
influéncia no comportamento reprodutivo de E. heros, foram testadas quatro

hipoteses:

1) Os percevejos podem identificar rastros quimicos de coespecificos e

0 contato com estes rastros estimula a emissao de sinais vibratorios
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2) A resposta a rastros quimicos é influenciada pela identidade (sexo) do

individuo que gerou o rastro;

3) O contato com feromdOnio sexual de machos estimula a emissao de
sinais vibratorios e modifica os parametros temporais e espectrais

destes sinais;

4) A emissdo de feromdnio inibe e/ou modifica o repertorio de sinais
vibratérios do percevejo.

O percevejo marrom foi selecionado como modelo de estudo uma vez que
varios aspectos da sua comunicacdo quimica (Borges et al., 2006) e vibracional
(Blassioli-Morais et al., 2005) séo conhecidos e por tratar-se da principal praga
de culturas de graos, especialmente a soja no Brasil (Grigolli, 2016, Aquino et
al., 2019), pelo que os conhecimentos gerados possuem potencial de aplicacéo
para o desenvolvimento de estratégias de manejo desta praga baseadas na

manipulagcdo comportamental da espécie.

MATERIAL E METODOS

Influéncia de rastros quimicos na emisséo de sinais vibratorios

Para avaliar a influéncia de rastros quimicos de machos e fémeas, e como
estes podem influenciar a comunicacdo vibracional dos percevejos foram
realizados experimentos em substratos artificiais (arenas experimentais de vidro)

e substratos naturais (plantas).
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Experimentos em Substratos artificiais

Para obter superficies com rastros contendo os hidrocarbonetos
cuticulares dos percevejos foram utilizadas as metodologias descritas por Lagba
et al. (2019). Foram colocados cinco individuos, machos ou fémeas de E. heros,
todos do mesmo sexo, em uma arena construida com o fundo de uma placa de
Petri de vidro de 15 cm de diametro. Quatro destas placas foram colocadas sobre
uma placa de vidro de 30 x40 cm, com a abertura virada para baixo (Figura 3.1
A), evitando que os insetos escapassem. Por efeito do fototaxisSmo positivo 0s
insetos tendem a movimentarem-se para a parte superior da arena maximizando
assim a coleta de rastros quimicos na base da placa de Petri. Foi permitido que
0s insetos se movimentassem livremente na arena por um periodo de duas
horas. Apés esse periodo, os insetos foram retirados da arena e utilizou-se a
placa de Petri para os bioensaios. Os rastros da placa de vidro inferior foram
descartados por estarem contaminados com as fezes dos insetos. Placas
previamente lavadas com detergente neutro, desinfetadas com acetona e

mantidas em uma estufa a 100°C durante 2 horas foram utilizadas com controle.

Para os bioensaios duas placas contendo os rastros ou duas sem rastros
(controle) foram unidas (uma sobre a outra) pelas suas bordas formando assim
uma arena cilindrica de 15 cm de diametro e 4 cm de altura (Figura 3.1 B). Desta
forma todas as superficies da arena estavam contaminadas como rastros
guimicos do percevejo. Nesta arena foram introduzidos um macho, uma fémea
ou um casal de E. heros. A arena foi posicionada sobre uma peca de espuma de
poliuretano de 15 cm de grossura para evitar as vibracdes externas. Para captar
0s sinais vibratérios na parede externa do lado superior da arena de vidro foi
colada uma fita reflexiva (1 x 1 cm) na qual foi focado o raio laser do

vibrometro(Figura 3.1 C).

Os procedimentos para registro, armazenamento e analises dos sinais
vibratorios seguem os descritos na secdo PEG.Os bioensaios foram monitorados
durante 20 min por observacéo direta e 0s arquivos armazenado para posterior

andlise dos sinais vibratoérios dos insetos.
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Os comportamentos registrados foram: Propor¢ao de resposta (proporgéo
de casais em que a0 menos um inseto emitiu um sinal vibratorio ou mais em
relacdo ao total de casais avaliados), laténcia (s) (tempo desde o inicio do
bioensaio até que o inseto emite o primeiro sinal vibratorio), tempo de resposta
(s) (tempo em que o inseto permanece emitindo sinais vibratorios), numero de
pulsos emitidos por cada inseto durante o bioensaio, e propor¢éao de casais que
finalizaram o bioensaio com a copula. Os parametros dos sinais vibratorios
registrados e analisados foram frequéncia dominante (Hz), duracdo dos pulsos
e intervalo entre pulsos (ambos em ms). Esses dados foram todos passados
para planilhas e depois processados para as analises estatisticas e

representacdo graficas dos resultados.
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Figura 3.1. Sequéncia dos procedimentos experimentais para avaliacdo da
influencia de rastros quimicos na comunicacdo vibracional de E. heros em
substratos artificiais.A) Percevejo E. heros em placas de Petri de vidro para
coleta de rastros quimicos. B) Esquema do bioensaio com rastros 1-vibrometro
laser, 2- arena experimental.C) esquema de captacdo e armazenamento dos
dados: 1-vibrébmetro laser, captacdo dos sinais vibratorios, 2-Placa de
digitalizacao externa,3-fone de ouvido para monitoramento em tempo real e 4-
Notebook para armazenamento dos dados.

O desenho experimental incluiu todas as combinacdes possiveis de
rastros (rastros de fémeas, rastros de machos e placas controle (sem rastros) e

insetos (fémeas, machos e casais).

Para cada tratamento foram realizadas 30 repeticbes com casais e 20

repeticdes com machos e fémeas, a cada repeticdo as placas foram trocadas e
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desinfetadas lavando-as com detergente neutro e posteriormente foram

mantidas em estufa a 100°C durante 2 horas.

Experimentos em Substratos naturais

Para avaliar a atragcdo e comportamento dos insetos em contato com
hidrocarbonetos cuticulares presente nas superficies de plantas, foram utilizadas
plantas de feijdo, todas do mesmo tamanho e com duas folhas trifoliadas
completamente expostas. Estas plantas, cultivadas segundo o descrito em PEG,

foram utilizadas como arenas de dupla escolha.

Uma das folhas foi impregnada com rastros dos insetos. Para isto,
colocaram-se 10 adultos de E. heros do mesmo sexo em uma das folhas, sendo
seu movimento restringido envolvendo a folha e seu peciolo com um saco de
plastico micro perfurado, evitando que 0s insetos escapassem ou passassem
para a folha oposta ou o restante da planta (Figura 3.2). Apos 2 horas o saco foi
removido e os insetos retirados. Posteriormente, um macho ou uma fémea de
E. heros foram colocados cuidadosamente na parte inferior da haste principal, e
0 comportamento e os sinais vibratérios foram registrados durante 10 minutos.
Para registro e analises dos sinais vibratérios foram seguidos os procedimentos

descritos em PEG.

O numero de repeticbes foi igual a 20 para individuos de cada sexo. Apés
cada repeticao a planta foi substituida por outra nas mesmas condi¢cées. Como
controle foram utilizadas plantas ndo expostas a percevejos. Foram avaliadas
todas as combinacdes de tratamentos (plantas sem rastros (controle) para
machos e fémeas, plantas com rastros de fémeas para macho e plantas com

rastros de machos para fémea).
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Figura 3.2. Sequéncia dos procedimentos experimentais para avaliacdo da
influencia de rastros quimicos na comunicagcdo vibracional de E. heros em
substratos naurais (plantas). 1-Planta de feijdo em estagio V3; 2-Saco de plastico
Microperfurado retendo os adultos de E. heros nos locais de contaminagéo com
rastros; 3- ponto de liberagc&o do inseto avaliado; 4-vibrometro laser; registro dos
sinais vibratérios;5-Placa de digitalizacdo externa;6-fone de ouvidopara
monitoramento em tempo real; 7-Notebook para armazenamento dos dados.

Os comportamentos avaliados foram: 1- escolha inicial, referente a qual
das folhas o inseto escolheu incialmente. Para considerar uma escolha o inseto,
gue foi cuidadosamente liberado no caule principal préximo ao solo, precisava
caminhar até passar a bifurcacéo do caule e ultrapassar o limite de um terco do
tamanho da folha escolhida; 2- tempo de residéncia: tempo em segundos em

gue o inseto ficou em cada uma das folhas.

Os insetos que ficaram somente na haste principal, isto é, nao
caminharam para nenhuma das folhas foram considerados como néao
responsivos e retirados das analises. Os parametros dos sinais vibratorios
considerados nas analises da comunicacéao vibracional foram aqueles descritos

na secao PEG.

Analise quimica dos hidrocarbonetos cuticulares

Para avaliar se a influéncia de rastros quimicos na comunicacao
vibracional de E. heros depende da composicéo quimica dos rastros de machos
e fémeas foi identificado e comparado o perfil quimico dos hidrocarbonetos
cuticulares presentes em rastros de machos e fémeas. Para obter extratos dos

compostos cuticulares presentes nos rastros foram colocados 50 percevejos do
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mesmo sexo dentro de um pote de plastico (13 cm x 9 cm altura/diametro)
perfurado em sua lateral, para manter ventilagdo. Para tampar o pote colocou-
se uma placa de Petri de vidro (9 cm de diametro). Foi permitido que os insetos
se movimentassem liviemente no interior da arena por um periodo de 24 h. Pelo
fototaxismo positivo dos insetos maximizou-se a coleta de rastros quimicos na
placa de Petri (Figura 3.3 A). ApoOs o periodo de 24 h os insetos foram retirados
e somente a placa de vidro foi usada para extracdo dos hidrocarbonetos
presentes na placa. Para isto, as placas foram tratadas com 500 ul de n-hexano
e o fundo e a lateral das mesmas foram friccionados com a ponta de uma pipeta
Pasteur de vidro durante 30 s. O solvente posteriormente foi transferido para um
vial de vidro de 2 ml. Esse processo foi repetido 3 vezes até atingir uma

guantidade de 1,5 ml do solvente dentro do vial (Figura 3.3 B).

Duas amostras do mesmo tratamento foram misturadas, obtendo assim o
total do rastro de 100 insetos em 24 h. Posteriormente as amostras foram pré-
concentradas para 50 pl sob um fluxo suave de N». Desta forma foram obtidas

amostras com dois insetos equivalente (i.e.) por pl (Figura 3.3 C).

Para identificacdo dos compostos presentes nas amostras, foram
selecionadas trés amostras de cada tratamento e uma aliquota de 1 pl foi
injetada em um cromatografo gasosos (CG) acoplado ao espectrometro de
massas (CG-EM) (Agilent 5975C) equipado com analisador quadrupolar, em
coluna apolar DB-5 (0,25 mm de diametro x 30 m de comprimento, com filme
0,25 um, Supelco, Bellefonte, PA, EUA), com ionizacao de impacto de elétrons
(70-eV, temperatura 200°C) e com um injetor “splitless”, no mesmo programa na
temperatura de 50°C/2 min, 20°C/min a 300°C/72. Foi utilizado Hélio como gas
de arraste. Os dados foram coletados e analisados com o software ChemStation.
A identificacdo dos compostos foi obtida por comparacdo do padrdo de
fragmentacdo dos compostos da amostra com o de dados catalogados em

bibliotecas espectrais (NIST).
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Figura 3.3. Sequéncia de procedimentos experimentais para extracdo de
hidrocarbonetos cuticulares de rastros de E. heros e preparacao para analises
guimicas. A) Adultos de E. heros do mesmo sexo em potes de plastico tampados
com uma placa de Petri de vidro (foto superior vista geral, foto inferior vista da
parte superior com a placa de Petri). B) 1-Placa de Petri 9 cm de diametro; 2-
Pipeta de vidro; 3-Vial de 2 mL. C) 1- Vial de 2 mL; 2- Representacgéo do sistema
de fluxo de gas N2 para pré-concentrar amostras. CG-EM: Cromatdgrafo gasoso
acoplado ao espectrometro de massas.

Influéncia dos sinais vibratérios na emissao do feromonio sexual

Para avaliar se os sinais vibratorios modulam a emisséo de feroménios
pelos machos de E. heros utilizou-se um desenho experimental com arenas em
formato de Y formadas por uma peca de conexdo de vidro em formato de Y
(corpo 7 cm bragos 7 cm, diametro interno 2 cm) com juntas de vidro 24/40 e

adaptadores esmerilados para conectar a vidraria.

Um macho de E. heros foi colocado no interior desta arena experimental
e em um dos bracgos do Y foi conectado um tubo de vidro contendo um filtro de
carvao ativado permitindo a entrada de ar purificado. Na abertura do outro braco
foi colocada uma vagem de feijdo envolta em um papel toalha, esterilizado em
estufa a 60 °C durante 24 h, de forma que a parte com papel ficava somente na
parte externa a abertura, a vagem e o papel foram envoltos por uma fita de
politetrafluoretileno e, por udltimo, mais uma vez envolto com membrana de

parafina plastica para vedacao (Parafilm). No corpo do Y, na abertura da base,
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foi ajustado um septo de silicone/PTFE (9 mm de diametro) nele foi inserida uma
agulha de 1,2 X 40 mm, a qual foi conectada a um fluxdbmetro e este conectado
a uma bomba de vacuo com o fluxo ajustado a 0,3 L/min. Desta maneira criou-
se um fluxo de ar dentro do Y com entrada pelo filtro de carvao ativado e
escoamento pela agulha conectada a bomba de vacuo (Figura 3.4).

& Quantificacao

."; Carvdo CG-EM

ativado /

/

Bomba de vacuo

Fluxometro

Jf 100 um

SPME polydimethylsiloxano

Figura 3.4. Sequéncia de procedimentos para os experimentos de influéncia dos
sinais vibratorios na comunicacao quimica de machos de E. heros.1- Notebook
com programa de reproducdo do sinal; 2-Minishaker para reproducdo do
programa de estimulacéo; 3-Arena de vidro fechada para coletar volateis.

Os insetos foram introduzidos de forma individual no interior das arenas e
foram estimulados com reproducao dos sinais de chamamento das fémeas (FS1)
seguindo os procedimentos gerais descritos em PEG. Para transmitir as
vibragdes a agulha do minishaker foi colocada em contato com a vagem de
feijdo. O programa de estimulacédo consistia de uma sequéncia de 4 pulsos do
sinal FS1 da fémea de E. heros que foi reproduzido durante 30 minutos de forma
ininterrupta (Apéndice IIl), e os volateis coletados durante todo esse tempo. Os
volateis liberados pelos insetos foram coletados por uma fibra de SPME

(SolidPhaseMicroExtraction) de revestimento PDMS (polydimethylsiloxane) com
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100 pm de espessura e 10 mm de comprimento. Como controle, foram coletados

os volateis de grupos de insetos ndo estimulados com sinais vibratorios.

Para coleta dos volateis a fibra foi inserida no septo na mesma abertura
onde se encontrava a seringa conectada a bomba de vacuo. Apés o ajuste
necessario para evitar vazamento a fibra de SPME foi exposta aos volateis do
interior da arena durante 30 minutos. Apds este periodo a fibra foi retirada e
colocada imediatamente no injetor de um Cromatografo Gasoso acoplado a um
espectrometro de massas (Agilent 5975C) equipado com analisador quadruplar,
em coluna apolar DB-5 (0,25 mm de diametro x 30 m de comprimento, com filme
0,25 um, Supelco, Bellefonte, PA,EUA), com detector de ionizagdo por chama
(DID) a 260°C e um programa na temperatura de 50°C/2 min, 20°C/min até
atingir 260°C/ e posteriormente mantido por 30 minutos nesta temperatura ), com
ionizacdo de impacto de elétrons (70-eV, temperatura 200°C) e um injetor
“splitless”. Foi utilizado Hélio como gas de arraste. Os dados foram coletados e

analisados com o software ChemStation.

A identificacdo dos compostos foi obtida por comparacdo do padréo de
fragmentacdo dos compostos da amostra com o de dados catalogados em
bibliotecas espectrais (NIST). O programa utilizado selecionava somente os ions
88: 101: 156, presentes na molécula do padrdo 2, 6, 10- trimetiltricanoato de
metila, componente majoritario do feromdénio sexual de E. heros, facilitando a
identificacdo do composto na fibra. O tamanho das areas de cada pico foi
registrado para analise quantitativa. Apos cada repeticéo a fibra era exposta ao
detector de chamas de um CG, a 250°C durante 40 min para limpeza e posterior
utilizacdo em uma préxima repeticdo. Foram feitas 20 repeticbes, e a cada

repeticdo todo sistema foi trocado.

A analise quantitativa e comparacéao entre tratamento e controle, foi feita
por padrdo externo, utilizando-se uma curva de calibracdo (Apéndice Ill) com o
padrdo do 2, 6, 10- trimetiltricanoato. Para isto foi utilizada a mesma montagem
experimental para coleta dos volateis descrita previamente, mas, no lugar do
inseto no interior da camara foram introduzidos pedacos de papel filtro (1 x 2 cm)
impregnados com solucdes do composto sintético nas concentragdes de 0,025,

0,035, 0,05, 0,25 e 0,35 mg/ml, sendo esses os diferentes pontos de utilizados
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para curva. Como descrito previamente, a fibra foi injetada no CG-EM, e as &reas
dos picos correspondentes ao composto foram calculadas. A é&rea

correspondente ao composto foi calculada e aplicada a equagédo da curva de

calibracdo para se estimar a concentracdo do composto na amostra (Apéndice
ll) (Figura 3.5).

CG-EM - Quantificagcéo

Figura 3.5. Procedimentos experimentais para coleta de volateis para construcao
de curva de calibracdo para quantificacdo do feromdnio de Euschistus heros em
fibra de SMPE, em uma vidraria de conexao de 3 saidas. 1- Conexao a bomba
de vacuo para manter o fluxo; 2-papel filtro impregnado com o composto padréo;
3-Carvao ativado para purificacéo do ar; 4-Fibra SPME.

Influéncia do feromonio na emissao de sinais vibratorios

Para avaliar a influéncia do feroménio sexual na modulacdo da emissao
de sinais vibratorios foram realizados experimentos onde machos e fémeas de
E. heros foram expostos ao feromb6nio sexual naturalmente produzido pelos

machos da espécie.

Coleta e preparacéao das solu¢cdes com feromdnio sexual

Para coleta do ferom6nio sexual naturalmente produzido pelos machos de
E. heros foi utilizada a técnica de coleta de volateis por aeracdo (Blassioli-

Moraes 2009). Para isto, foi utilizada uma camara de vidro de 2 L
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hermeticamente fechada. A tampa desta camara possui dois orificios onde se
adaptaram dois tubos de vidro. Um dos tubos, por onde o ar entrou na camara
de coleta, tinha no interior carvao ativado funcionando como um filtro de ar, o
outro tubo, por onde o ar foi escoado, foi preenchido com 100 mg de um
adsorvente polimérico (Porapak Q). Antes de cada aeracdo os tubos com
adsorvente foram pré-condicionados embebendo-os com diclorometano (2 ml) e

aquecidos a 134°C sobre fluxo de N2 por duas horas.

No interior da cAmara foram introduzidos 20 machos de E. heros virgens
e com 10 dias na fase adulta. Na camara também foram colocadas 5 vagens de

feijdo limpas e frescas, que serviram como fonte de alimento para os insetos.

Um fluxo de ar (0,6 L/min) foi estabelecido utilizando uma bomba de vacuo
conectada ao tubo de vidro com o adsorvente. Desta forma o fluxo foi
estabelecido com entrada pelo filtro de carvéo ativado, circulagdo pela camara
com os insetos e saida pelo tubo com o adsorvente. O periodo de coleta foi de
24 horas. ApGs a aeracao, os tubos de vidro contendo o adsorvente foram
eluidos com 1 ml do solvente organico n-hexano e pré-concentrados para 100 pl
com fluxo suave de N, resultando em uma solugéo 0,2 inseto equivalente/ pl.

Os extratos foram armazenados a -20°C.

A presenca do feromdnio sexual e auséncia de quaisquer contaminante
em cada extrato foi confirmada antes de sua utilizacdo nos bioensaios. Para isto
uma aliquota de 1 pl de cada extrato foi injetada em um cromatografo gasoso
(CG) (Agilent 5975C, coluna apolar DB-5, 0.25 mm de diametro x 30 m de
comprimento, filme 0.25 um, J&W Scientific, Folsom, CA, USA), com detector
por ionizacéo de chama (DID) usando o modo splitless, tendo hélio como gas de
arraste e um programa na temperatura de 50°C/1 min, 15°C/min a 250°C/20 min.
A temperatura do detector foi de 270°C e do injetor 250°C. Para comparacéo, foi
injetado 1 pl de uma solucdo em n-hexano, concentrada a 0,01 mg/ml do
composto 2, 6, 10- trimetiltridecanoato de metila e 2, 6, 10- trimetildodecanoato
de metila, componentes presentes no feromonio do percevejo E. heros, servindo
assim como padrdo comparativo. Depois injetou-se 1ul de cada extrato
preparado, e comparou-se com a amostra do padrdo, se 0s picos desses

compostos estivessem presente no extrato e 0 mesmo estivesse livre de outros
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contaminantes (ex. componentes da glandula metatoraxica) esse extrato foi
utilizado nos bioensaios. Apos este procedimento foram selecionados 10extratos
para serem utilizados nos bioensaios o0s quais foram armazenados em
refrigeracdo a -20°C. Para os bioensaios os papeis de filtro foram impregnados
com 5 pl das amostras (equivalentes a quantidade de voléateis liberada por um
inseto em 24 h).

Bioensaios comportamentais

Foram realizados experimentos comportamentais com machos e, fémeas
individualmente ou com casais de E. heros. Nos experimentos com machos e
fémeas individualizados, um individuo foi colocado na folha de uma planta de
feijdo. Um suporte de laboratorio com uma garra onde se prendeu um papel filtro
(1 x 2 cm) impregnado com 5 pl de um extrato contendo o feromoénio sexual do
percevejo E. heros, obtido segundo a descrigdo acima, foi colocado a ~5 cm de
distancia e a altura da parte inferior da folha onde se encontrava o inseto. O
comportamento foi monitorado por observacdo direta durante 20 minutos e
registrado em ata. Os sinais vibratorios emitidos foram registrados durante todo
0 experimento seguindo os procedimentos descritos em PEG. Nos experimentos
realizados com casais um macho e uma fémea foram colocados
simultaneamente, em folhas opostas da planta. Como controle os bioensaios
foram executados com papeis de filtro contendo 5 ul de n-hexano. Os papéis de

filtro e as plantas utilizadas nos bioensaios foram trocados a cada 10 repeticoes.

Os parametros analisados foram: a proporcdo de insetos que emitiram
sinais vibratorios durante os bioensaio, laténcia (s), (tempo desde o inicio do
bioensaio até que o inseto emite o primeiro sinal vibratorio), tempo de resposta
(s), (tempo em que o inseto permanece emitindo sinais vibratorios), proporcao
de casais que finalizaram o bioensaio com a cOpula e inseto (sexo) que iniciou a
comunicacdo vibracional Durante a execuc¢do dos bioensaios notou-se uma
emissao frequente de um outro tipo de sinal acustica, caracterizada com Buzz.
Este sinal se produz por um batimento enérgico das asas (Borges, 1987)

gerando um sinal de alta intensidade (em compara¢do com 0s sinais vibratorios)
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e com espectro de frequéncia caracterizados por uma frequéncia dominante
entorno de 100 Hz e uma serie de harmdnicos que podem atingir os 1000 Hz
(Raul Laumann, comunicagdo pessoal). Desta forma também foram registrados
0 numero de buzzes emitidos por cada inseto nos bioensaios. Os parametros
dos sinais vibratorios registrados e analisados foram frequéncia dominante (Hz),
duracgéo dos pulsos e intervalo entre pulsos (ambos em ms). Esses dados foram
todos passados para planilhas e depois processados para as analises
estatisticas e representacao graficas dos resultados.

O desenho experimental considerou a presenca do feromoénio na sala de
experimentacdo, para evitar a saturacdo foi estabelecida uma sequéncia de
aplicacdo dos diferentes tratamentos que consistiu iniciar os experimentos em
cada dia com os bioensaios com fémeas e com tratamento controle. As demais
combinacdes de insetos e tratamentos foram executadas em forma aleatorizada.
Essa ordem foi estabelecida para que a sala nédo ficasse com o odor do
feromoénio dos machos, interferindo nos bioensaios de controle com fémeas. A
cada 5 bioensaios a porta da sala experimental foi aberta e ventilada durante 10
minutos, para eliminar o excesso de feroménio no local. Foram realizadas 30
repeticdes para os casais e 20 para machos ou fémeas quando avaliados em
forma individualizada e para cada tratamento (feromdnio ou controle). Os

experimentos foram conduzidos entre as 09:00 e 17:00h.

Andalises dos dados

A proporcao de respostas, proporcdo de emissdo de sinais por fémeas e
machos e proporcéo de cépula foram comparadas entre pares de cada espécie
em tratamento e controle por regressdo logistica considerando respostas
binarias (sim - 1 ou néo - 0) como variavel de resposta, e controle ou tratamento
como fator explicativo. Coeficientes e erro padrdo das regressdes logisticas
foram usados para calcular os oddsratios (OR) e seus respectivos intervalos de
confianca de 95% (IC95%). As probabilidades foram consideradas significativas
se seu IC nao incluiu o valor 1. A porcentagem de reducdo da resposta quando
os insetos foram colocados em plantas vibradas foi calculada como: 1-OR * 100,

€ 0 aumento da resposta em plantas nao vibradas (controle) como: 1/ OR.
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A laténcia, o tempo de resposta e parametros temporais do sinal vibratorio
dos insetos (duracdo do pulso e intervalo entre pulsos), nhimero de pulsos e
distribuicdo da frequéncia dominante da normalidade foram avaliados com o
teste de Shapiro-Wilk. Quando os dados apresentavam distribuicdo normal,
eram comparados por uma analise de variancia (ANOVA) de medidas repetidas,
considerando os pulsos medidos no mesmo individuo como medidas repetidas.
Quando os dados nao apresentaram normalidade, foram analisados com
modelos lineares generalizados mistos (GLMM) com distribuicdo de Poisson,
considerando os parametros como variavel resposta, a condicdo em que 0s
insetos foram expostos (tratamentos) como fator explicativo e os individuos como
efeitos aleatérios. Quando o resultado da anova apresentou diferenca estatistica

foi realizado um teste de contraste entre os tratamentos.

Nos experimentos com rastros quimicos em plantas para comparar a
primeira escolha entre as folhas da planta foi realizado um teste de regresséo
logistica para estimar a probabilidade de escolha para cada um dos tratamentos.
O teste de x* de Wald foi utilizado para avaliar a hipotese de nao preferéncia
(50% de probabilidade de escolha para cada lado) por um tratamento. O tempo

de residéncia em cada folha trifoliada foi comparado com teste de Wilcoxon.

Os dados da quantidade de feroménio (em ng) quantificados segundo
descrito acima foram submetidos ao teste t de Student para comparar a
guantidade, em ng, do composto presentes na fibra quando os insetos foram
submetidos a vibragfes (tratamento FS1) ou foram mantidos sem vibracdes

(controle).

Nos experimentos de inducdo com feroménios a andlise de qual sexo
iniciou o canto foi realizada a partir de um teste de propor¢cées. O numero de
Buzz foi entre os tratamentos foi comparado por um teste t de Student.Todos os
testes estatisticos foram desenvolvidos na plataforma R versdo 4.0.0 (R

Development Core Time, 2020) utilizando o pacote Ime4 para GLMM.
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RESULTADOS

Os resultados de todas as analises estatisticas se apresentam no
Apéndice llI.

Influéncia de rastros quimicos na emisséao de sinais vibratorios

Nos bioensaios realizados em placas de Petri. As fémeas de E. heros
somente emitiram sinais vibratérios quando em contato com rastros de machos
(25% das fémeas avaliadas), desta maneira os demais parametros ndo podem
ser comparados entre o0s tratamentos e o controle. Os machos avaliados
isoladamente e fémeas e machos em casais ndo mostraram diferencas
significativas na propor¢ao de insetos que emitiram sinais vibratorios (Figura
3.6). Da mesma maneira ndo foram encontradas diferencas significativas na
laténcia e no tempo de resposta entre os tratamentos (rastros de fémeas e
machos) e o controle para as fémeas em casais e para 0os machos avaliados

individualmente ou em casais (Figura 3.6 A e B).

Os machos individualizados e as fémeas e machos em casais néo
alteraram os padrfes temporais de seus sinais vibratorios em presenca de
rastros de coespecificos e em relacdo aos insetos colocados em placas de Petri
sem rastros (controle) (Figura 3.6 C e D). O numero de pulsos também néo foi
afetado pela presenca de rastros de coespecificos em fémeas avaliadas em

casais e machos avaliados individualmente e junto com fémeas (Figura 3.6 E).

Os sinais emitidos pelos insetos tampouco mostraram diferencas no
principal componente do seu espectro de frequéncias (Frequéncia dominante).
Somente 0os machos, quando testados isoladamente na arena e em presenca de
rastros de fémeas mostraram diferencas na frequéncia dominante (aumento) em
relacdo aos insetos em contato com rastros de machos ou em placas sem rastros
(controle) (F=14,65, gl= 2, P<0,0001 e teste de contrastes P < 0,05). (Figura 3.6
F).
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Ao considerar a propor¢ao de cépula dos casais em placas de Petri com

a presenca de rastros de fémeas, machos ou controle (sem rastros) foi

observada um efeito significativo dos rastros das fémeas na proporg¢éo de casais
qgue copularam (x? = 1,97, ddf = 10-31, P < 0.001). (Tabela 3.7).
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Figura 3.6. Efeito de rastros quimicos de fémeas e machos de E. heros na
dindmica de emissdo e nos parametros dos sinais emitidos por machos de
E. heros quando avaliados individualmente ou em casais. A) Tempo de laténcia
(média do tempo em segundos no qual o inseto emite primeiro sinal vibratorio),
B) Tempo de resposta (média do tempo em segundos no qual o inseto
permaneceu emitindo sinais vibratorios) C) Duracdo do pulso (média do tempo
em milissegundos), D) Intervalo entre os pulsos (média do tempo, em
milissegundos, do final de um pulso ao inicio do préximo), E) Média do niamero
de pulsos dos sinais F) Frequéncia dominante (média da frequénciadominante
em um pulso, em Hertz). Os insetos foram expostos a placas de Petri de vidro
tratadas com rastro de macho (barra cinzas), rastro de fémea (barra laranjas) e
controle, placas sem rastros (barras azuis). As linhas acima das barras
representam o erro padréo. As letras acima das barras representam diferenca
estatistica entre os tratamentos (teste de contrastes P < 0,05).
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Figura 3.7. Efeito de rastros quimicos de fémeas e machos de E. heros na
propor¢cdo de casais de E. heros que copularam quando expostos a placas
tratadas com rastros de fémeas, rastros de machos ou controle (sem rastros).
As barras horizontais indicam a propor¢cdo média de resposta calculada a partir
da regressao logistica e as linhas o IC de 95%. * representa efeito significativo
do tratamento na proporcéo de cépula (P<0,05).

Foram identificados o0os compostos presentes nos hidrocarbonetos
cuticulares de machos e fémeas de E. heros (tabela 1). As fémeas possuem
cinco compostos exclusivo, nédo encontrados nos machos (Eicosanal,
Pentacosadieno, (Z9) Pentacoseno, (Z7) Pentacoseno, (Z9) Heptacoseno, (Z7)
Heptacpseno, escaleno, Triatricoteno), e os machos possuem trés compostos
gue as fémeas ndo possuem (Acetato de octadecanol, tricoseno, compostos
coeluidos e com tentativas de identificacdo em tempos de retencédo diferentes)

(Tabela 3.1)

Os cromatogramas da identificacao se apresentam no Apéncide lll.

Tabela 3.1. Hidrocarbonetos cuticulares isolados a partir de rastros de fémeas e machos de
E. heros depositados sobre superficies de vidro.

HC de E. heros Fémeas Machos
TR TR IR

Composto CGME CGME
1 Hexadecanol 31.224 31.224 1883
2 Acido Hexadecanodico 32.268 32.268 1961
3 Eicosano 35.758 35.758 2000
4 Octadecanal 32.836 32.836 2005
5 Octadecanol 33.759 33.759 2086
6 Heneicosano 33.896 33.896 2100
7 Acido Z) -9-octadecendico 34.295 34.295 2137
8 Docasano 34.905 34.905 2200
8a Acetato de octadecanol ND 34.905 2209
9 Eicosanal 35.164 ND 2224
10 Tricoseno ND 35.164 2281
10a Tricoseno ND 35.164 2292
10b Tricosano 35.861 35.861 2300
11 Estertridecilico de &cido benzéico 35.935 35.935 2306
12 CAD 36.033 36.033 2317

13 Tetracosano 36.736 36.736 2399
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Continuacéo tabela 1

14 Acidobenzdico, éster tetradecilico 36.862 36.862 2413
15 Pentacosadieno 37.323 ND 2469
16 Z9 Pentacoseno 37.359 ND 2472
17 Z7Pentacoseno 37.413 ND 2478
18 Pentacosano 37.565 37.565 2500
19 Acidobenzoico, éster pentadecilico 37.724 37.724 2517
20 Hexacosano 38.35 38.35 2597
21 79 Heptacoseno 38.895 ND 2667
22 Z7 Heptacoseno 38.983 ND 2679
23 Heptacosano 39.103 39.103 2697
24 13-metil heptacosano 39.329 39.329 2725
25 2-metil heptacosano 39.636 39.636 2768
26 Octacosano 39.825 39.825 2800
27 Desconhecido 39.868 39.868 2802
28 Esqualeno 39.93 ND 2808
Continuacgédo tabela 1

29 Nonacosadieno 40.364 40.455 2879
30 Nonacosano 40.543 40.625 2900
31 Triacontadieno 41.137 41.137 2970
32 Triacontane 41.327 41.327 3000
33 Hentriacontatriene 41.735 41.735 3040
34 Hentriacontatriene 41.802 41.802 3047
35 Hentriacontadiene 42.019 42.019 3071
36 Hentriacontano 42.233 42.233 3094
37 Colesterol 42.623 42.623 3132
38 Dotriacontano 43.283 43.283 3200
39 Triatriconteno 44,533 ND 3395
40 Tritriacontano 44.685 44.685 3300
41 Hidrocarboento ramificado ND 44.794 3325
42 Hidrocarboneto metilico ND 45.642 3370
43 Tetratriacontano 46.026 46.183 3400
44 Dimetiltetratriacontano 47.22 47.53 3480
45 Pentatriacontano 47.825 48.06 3500
46 Metilpentatriaconto 48.746 48.962 3600
47 Metilpentatriaconto 49,197 49.467 3569
48 Metilpentatriaconto ND 50.315 3607
49 HCLMR 50.983 51.398 3646
50 HCLMR 51.326 51.705 3659
51 HCLMR 52.723 52.156 3677
52 HCLMR ND 52.679 3695
53 HCLMR 57.353 57.967 3855
54 HCLMR 57.714 58.58 3863
55 HCLMR ND 58.851 3869
56 HCLMR 58.472 59.284 3880

Referéncias: letras ao lado dos numeros sugerem outro composto. HC = hidrocarbonetos
cuticulares; TR = tempo de retencéo; IR = indice de retengdo; CGME = cromatdgrafo gasoso
acoplado ao espectrébmetro de massas; ND = ndo detectado; CAD = composto aromatico
desconhecido; HCLMR = Hidrocarbonetos de cadeia longa metil ramificada.

Substratos naturais

A presenca de rastros de hidrocarbonetos cuticulares de machos nao
condicionou a preferéncia das fémeas por um lugar especifico da planta (escolha
inicial) (Figura 3.8) e ndo mostrou um efeito de retencdo dos insetos nas folhas
contaminadas com rastros (tempo de residéncia) o mesmo foi observado nas

plantas controle (Figura 3.8).
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Os machos de E. heros quando expostos as plantas controle, ndo
mostraram diferengas entre as folhas do lado esquerdo e direito das mesmas
tanto para escolha inicial, e tempo de residéncia em cada lado. Em contraste, os
machos preferiram (primeira escolhax®=9,8, gl=1, P=0,001) (Figura 3.8) e
passaram maior quantidade de tempo (tempo de residéncia=4,521, gl=19,
P<0,001) (Figura 3.9) nas folhas com rastros de fémeas em relacéo as folhas

nao tratadas.
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Figura 3.8. Resposta de fémeas e machos de E. heros em plantas de soja com
uma das folhas contaminadas com rastros quimicos de coespecificos a outra
sem rastros ou em plantas de soja sem rastros. Proporcao de fémeas de E. heros
gue escolheram primeiramente uma das folhas de plantas controle ou uma das
folhnas das plantas tratadas com rastros quimicos de coespecificos do sexo
oposto. E: folha do lado esquerdo da planta, D: folha do lado direito da planta, T:
folha da planta com rastros de machos (resposta de fémeas) ou fémeas
(resposta de fémeas, C: folha controle (sem rastros). As barras horizontais
indicam a propor¢cédo média de resposta calculada a partir da regressao logistica
e as linhas o IC de 95%. * representa diferenca estatistica entre os tratamentos
(teste X2 de Wald, P<0,05).
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Figura 3.9. Tempo de residéncia (média do tempo em segundos, em que 0 inseto
permaneceu em uma das folhas escolhida) de fémeas (acima) e machos (abaixo)
de E. heros nas folhas do lado esquerdo ou direito de plantas de feijdo sem
tratamento (Plantas controle) ou nas folhas de plantas tratadas, onde uma das
folhas tinha rastros quimicos de macho (para fémeas) ou fémeas (para machos)
(Tratamento) e a outra permaneceu sem rastros (Controle). As linhas acima das
barras representam o erro padréo. * representa diferenca estatistica entre os
tratamentos (teste de Wilcoxon P<0,05).

As fémeas de E. heros em plantas com rastros de machos emitiram sinais
vibratérios com maior frequéncia do que aquelas que iniciaram a comunicagao
em plantas controle, contudo essa propor¢cdo ndo foi estatisticamente
significativa. A proporcdo de machos emitindo sinais vibratérios em plantas
tratamento (com rastros de fémeas) ou controle ndo mostrou diferencas
significativas (Tabela 3.2). Um fato interessante € que foi observada uma alta
propor¢cdo machos (55%) emitindo o canto MS3 (canto de cépula) quando em
presenca de rastros de fémeas. Em plantas controle ndo foi emitido este canto
(Blassioli-Moraes et al 2005).

Somente 5 fémeas responderam nas plantas controle (sem rastros). Este
numero limitado de dados néo permitiu as comparacdes pelo que os resultados
relacionados aos parametros dos sinais emitidos serdo apesentados somente

para os machos.
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Os machos em plantas com rastros de fémeas mostraram um menor
tempo de laténcia em relacdo a machos em plantas sem rastros (T=2,618, gl=17,
P= 0,017) (Figura 3.10 A). Entretanto uma vez iniciada a emissao de sinais
vibratdrios o tempo no qual os insetos mantiveram essa emisséo nao diferiu entre

0os machos em plantas com ou sem rastros (Figura 3.10 B).

O contato com rastros de fémeas também modificou os parametros
temporais dos sinais emitidos (Figura 3.10 C e D). Em plantas com rastros de
fémeas 0os machos emitiram um maior numero de pulsos (Figura 3.10 E) e estes
foram de menor duracdo e a intervalos menores (Numero de pulsos emitidos:
T=-0,03, gl= 17, P=0,0001, Duracao dos pulsos: z = -3,2, gl= 949, P<0,001,
Intervalo entre pulsos: z =-606, gl=949, P< 0,01) (Figura 3.10 C). Os parametros
espectrais dos sinais emitidos pelos machos nédo foram influenciados pela

presenca ou ndo de rastros de fémeas (Figura 3.10 F).
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Figura 3.10. Dinamica da emissédo e parametros dos sinais vibratérios emitidos
por machos de E. heros em plantas de feijdo, tratadas com rastros de fémeas
(Plantas tratadas) e sem tratamento (Plantas controle). A) Laténcia (média do
tempo em segundos no qual o macho emite primeiro canto), B) Tempo de
resposta (média do tempo em segundos no qual o macho permaneceu cantando)
C) Duracao do pulso (média do tempo em milissegundos), D) Intervalo entre os
pulsos (média do tempo, em milissegundos, do final de um pulso ao inicio do
préximo), E) Namero de pulsos emitidos. F) Frequéncia dominante (média da
frequéncia dominante em um pulso, em Hertz). As linhas acima das barras
representam o erro padrdo. * representa diferenca estatistica entre o0s
tratamentos (GLM P<0,05).
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Influéncia dos sinais vibratérios na emissao de feromonio:

Machos de E. heros, quando em contato com o canto de chamamento da
fémea (FS1), liberaram uma quantidade maior de feromonio sexual comparado
a machos que nao foram expostos ao tratamento (t = -2.5498, gl = 19, P =
0.01957) (Figura 3.11).
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Figura 3.11. Emissao de feroménio (ng/inseto/30 min) por machos de E. heros
em arenas experimentais com presenca de canto de chamamento da fémea
(FS1) ou sem este sinal vibratorio (controle). Barras representa o valor média e
as linhas representam o erro padrdo. * representa diferenca estatistica entre os
tratamentos (teste de Wilcoxon P<0,05).
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Influéncia do feromonio na emissao de sinais vibratorios:

N&o houve diferenca significativa na proporcédo de machos emitindo sinais
vibratérios quando tratados ou ndo com o feromonio sexual dos machos, tanto
nos experimentos em que 0s machos estavam sozinhos na planta ou com uma
fémea (casais) (Tabela 3.2). A proporcao de fémeas emitindo sinais vibratorios
também nao deferiu quando estiveram sozinhas em presenca ou nao do
feromoénio sexual dos machos ou em casais. Entretanto, uma maior propor¢cao
de fémeas emitiu sinais vibratorios quando foram colocadas em plantas tratadas
com o ferombnio sexual dos machos em relacdo as fémeas que estavam em

plantas controle (sem feromonio) (z = 2,7, gl = 34, P = 0,006) (Tabela 3.2).
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Tabela 3.2. Resultados da analise de regresséo logistica e célculo da racéo de chance (IC 95%)
para avalicdo do efeito de tratamentos (Planta de feijdo ou placas de Petri com rastro de fémea
ou macho de E, heros; de feijdo em contato com papel filtro impregnados com extrato de aeracéo
de machos de E. heros (Feromdnio). As varidveis foram computadas em forma binaria (presenca
auséncia do comportamento) e comparadas em relacéo ao observado nos casais colocados em
situacdo de controle (Plantas sem rastro; placa sem rastro; plantas com solvente (Hexano),
valores de racdo de chance em negrito indicam efeito significativo do tratamento em relagédo ao
controle.

Tratamento Variavel estatistica Reacdo de chance

(IC 95%)
Resposta fémea NA
Placa RM
X Resposta macho z=-0,29 P=0,76 GI=78 0,84 (0,26 - 2,65)
Placa SR
Respostacasal — ,_ 4 51 p_g 99 GI=57 0,33 (0,05 - 1,97)
fémea
Resposta Casal /4 51 p_0 22 GI=57 0,33 (0,05 - 1,97)
Macho
Resposta macho z=-0,29 P=0,76 GI=78 0,84 (0,26 - 2,65)
Placa RF
X .
Placa SR Respos(t:a fémea NA
Resposta Macho NA
C
Planta RM
X Resposta fémea z=-0,83 P=0,40 GI=35 0,53 (0,12 - 2,33)
Planta SR
Planta RF
X Resposta macho z=0,63 P=0,52 GI=39 2,22 (0,18 - 26,62)
Planta SR
Resposta fémeas z=2,72 P<0,05G|=34 11,57 (1,98 - 67,48)
Feromobnio
X Resposta NA
machos
Hexano R &
esposta fémea NA
C
Resposta macho NA
C
Coépula z=-0,784 P=0,433 GL=58 0,66 (0,23 - 1,8)
Fémea inicio z= 2,33 P< 0,05 GL=58 3,7(1,2-11,38)
Macho inicio z=-2,33 P<0,05 GL=58 0,26 (0,08 - 0,8)

Referéncias: RM= rastro de macho de E. heros. RF= rastro de fémeas de E. heros. SR= sem
rastro. C= casal, experimentos feitos com casais. Resposta fémeas= fémeas que emitiram pelo
menos um pulso de sinal vibratério durante o experimento. Resposta machos = machos que
emitiram pelo menos um pulso de sinal vibratério durante o experimento. Copula= casais que
copularam durante a execu¢éo do experimento. NA= ndo avaliado, nestes tratamentos todos os
insetos emitiram sinais vibratorios tanto no controle quanto no tratamento.
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O feroménio estimulou a emisséo de sinais vibratorios pelas fémeas uma
vez que, nos bioensaios em que as fémeas estiveram em plantas tratadas o
tempo de laténcia foi menor (T= 2,31, gl=20, P=0,03) (Figura 3.12 A) e o tempo
de resposta foi maior (T=5,97, gl=20, P<0,001) (Figura 3.12 B) do que
observados em fémeas colocadas em plantas controle. No caso dos machos a
presenca do feromdnio néo interferiu no tempo de laténcia e no tempo de
resposta, (Figura 3.12 A e B) (resultados dos testes). Nos bioensaios com casais
somente foi observado que a presenca do feromdnio incrementa o tempo de
laténcia dos machos (T=2,249, gl=29, P=0,032) (Figura 3.12 A).

Néo foram observadas diferencas significativas no nimero de pulsos
emitidos pelas fémeas nas plantas controle e com feroménio. Os machos
emitiram menor numero de pulsos quando em contato com as plantas tratadas
com o feroménio (T=-2,11, gl=21, P=0,046). Nos bioensaios realizados com
casais as fémeas e machos nao variaram o numero de pulsos entre o0s

tratamentos (Figura 3.12 C).

As fémeas, quando avaliadas individualmente, em plantas com tratamento
emitiram maior numero de sinais originadas no batimento das assas (buzz) (T=-
3,151, gl=10, P=0,01). Nao houve diferenca estatistica entre tratamento e
controle no numero de vezes que os machos bateram as asas durante o
experimento (Figura 3.12 D). Nos bioensaios com casais as fémeas néo
mostraram alteracdo na emissdo de buzzes quando estiveram em plantas
tratadas com ferébmonio sexual da espécie ou em plantas controle (sem
feromoénio), os machos, quando na presenca de feromoénio, bateram as asas
maior niumero de vezes durante os bioensaios (numero de Buzz: T=-2,566, gl=7,
P=0,03) (Figura 3.12 D).

As fémeas em contato com tratamento emitiram pulsos de menor duragéo
(duracéo do pulso: z = -145, gl= 771, P<0,001) (Figura 3.13 A) e com maior
intervalo entre os pulsos (z = 1192, gl=771, P< 0,01) (Figura 3.13 B). Os machos
emitiram pulsos maiores (z = 8,2, gl = 835, P < 0,001) e com intervalo entre 0s
pulsos maior quando os machos estiveram em plantas com tratamento(z = 707,
gl =835, P < 0,001) (Figura 3.13 A e B).Quando os insetos foram testados em

pares, as fémeas apresentaram sinais vibratérios com pulsos maiores (z = 74,
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gl=2050, P<0,001) e intervalo entre pulsos de maior duragao nos bioensaios com
plantas tratadas com ferombnio em comparac¢do ao controle com hexano (z =
834, gl=2050, P<0,001) (Figura 3.13 A eB). A duracao dos pulsos dos sinais
vibratérios emitidos pelos machos foi maior nos bioensaios em que as plantas
foram expostas ao hexano(controle) (z = -143, gl=1354, P< 0,001) (Figura 3.13
A) e o intervalo entre pulsos foram menores (z = 459, gl = 1354, P< 0,001) (Figura
3.13 B).

A frequéncia dominante dos sinais vibratorios emitidos pelas fémeas e
machos foi maior quando em contato com as plantas com tratamento (FEémeas:
z =10, gl=771, P<0,001, Machos: z= 23, gl = 835, P < 0,001) (Figura 3.13 C).
Nos bioensaios com casais as fémeas e 0os machos emitiram pulsos com a
frequéncia dominante maior em plantas com feromonio em relacdo aos pulsos
emitidos em plantas controle (Fémeas: z = 22, gl= 2050, P<0,001, Machos: z =
17, gl= 1354, P<0,001) (Figura 3.13 C).

Nos bioensaios feito com casais a porcentagem de fémeas que iniciaram
a emissao de sinais vibratorios foi significativamente maior em plantas com
feromonio (53.3%) do que em plantas sem feroménio (controle) (2,33%) (z= 2,33,
gl = 58, P< 0,05 GL=58) e os machos reduziram a proporc¢éo de individuos que
iniciaram o comportamento reprodutivo na presenca do feromoénio (z=-2,33, gl =
58, P<0,05) (Figura 3.13 D). A presenca de feromoénios néo alterou a proporcéo
dos casais que copularam em relacéo ao observado nas plantas controle (Tabela
3.2).
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Figura 3.12. Dinamica da emissédo e parametros dos sinais vibratorios de fémea
e machos de E heros, avaliados em forma individual ou em casais em plantas
gue receveram feromonio sexual da espécie (Ferombnio) ou n-hexano (Hexano)
como controle. A) Laténcia (média do tempo em segundos no qual a fémea emite
primeiro sinal vibratorio), B) Tempo de resposta (média do tempo em segundos
no qual a fémea permaneceu emitindo sinais vibratérios), C) Niumero de pulsos
emitidos, D) Numero de buzz. As barras indicam os valroes médios dos
parametros e as linhas representam o erro padrdo. * representa diferenca
estatistica entre os tratamentos (GLMM P<0,05).
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Figura 3.13. Dinamica da emissédo e parametros dos sinais vibratorios de fémea
e machos de E heros, avaliados em forma individual ou em casais em plantas
gue receveram feromonio sexual da espécie (Feromonio) ou n-hexano (Hexano)
como controle. A) Duracdo do pulso (ms), B) Intervalo entre os pulsos (ms), C)
Frequéncia dominante (Hz), D) Proporcéo de fémeas e machos de que iniciaram
a emissdo do comportamento vibracional. As barras indicam os valroes médios
dos parametros e as linhas representam o erro padrdo. * representa diferenca
estatistica entre os tratamentos (GLMM P<0,05).
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DISCUSSAO

Os resultados apresentados aqui sugerem uma clara influéncia dos sinais
quimicos na comunicagdo vibracional do percevejo marrom, E.heros. A
presenca de rastros quimicos de seus coespecificos estimulam os insetos a
emitirem sinais vibracionais. E a presenca do feroménio dos machos proximo as
plantas estimulam as fémeas de E. heros a emitirem sinais vibracionais e inibe
0os machos. Por sua vez os sinais vibratérios modulam a emissdo de sinais
guimicos uma vez que foi comprovado que a presenca de sinais vibratorios de
fémeas estimula os machos a emitiram uma quantidade maior de feromdnio

sexual.

Esses resultados confirmam a hipotese de que o contato com rastros
guimicos de percevejos influencia a comunicacéo vibracional, e esta influéncia
depende da identidade (espécie/sexo) do rastro. Também a hipotese, de que 0s
sinais vibratérios de individuos da mesma espécie interferem na emisséo de
feromoénios sexuais. E confirma a ultima hipétese testada, que sugere que o
contato com feromoénio sexual de machos interfere na comunicacgao vibracional
estimulando a emisséo de sinais vibratorios e influencia parametros temporais e

espectrais destes sinais.

Adicionalmente foi comprovado que os rastros de hidrocarbonetos
cuticulares podem ter um efeito na orientacdo direcional dos insetos uma vez
gue os machos mostraram uma clara preferéncia por folhas tratadas com rastros
guimicos das fémeas. Este é um fato ndo relatado previamente na literatura e
gue pode auxiliar para interpretar a orientacdo espacial dos machos nas plantas
guando procuram por fémeas. Nesse sentido estes sinais quimicos podem
potencializar o efeito dos sinais de chamamento das fémeas (FS-1) que os
machos utilizam como fonte de informacé&o para localiza-las (como se demonstra
no capitulo 5 desta tese) mostrando movimentos orientados a fonte de emisséao

destes sinais (Cokl, et al., 1999). Adicionalmente, 0s machos em contato com 0s
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rastros das fémeas ficaram mais estimulados, levando menos tempo para
comecar a emitir espontaneamente sinais vibratérios, emitindo um maior nimero
de pulsos com intervalos menores entre si. Por sua vez, as fémeas tiveram maior

proporcgéo de resposta quando em contato com plantas com rastro de machos.

Um outro efeito observado foi que, em presenca dos rastros das fémeas
0s machos emitem com maior frequéncia o canto de acasalamento MS3. Este
canto tem sido associado ao reconhecimento de seu parceiro sexual durante o
comportamento de acasalamento e cépula (Blassioli-Moraes et al., 2005). As
observacdes realizadas quando em contato com os rastros quimicos das fémeas
sugerem alguma outra funcdo para este canto que deve ser estabelecida em

trabalhos futuros.

O contato com os rastros quimicos dos machos tem uma clara influéncia
na emissao de sinais vibratorios das fémeas. Isto foi observado tanto em
substratos artificiais (arenas de vidro) como em substratos naturais (plantas). Os
hidrocarbonetos cuticulares (HC) tém, nos insetos, diversas funcdes, entre elas
o reconhecimento de coespecificos e de parceiros para cOpula (Theresa, 1998).
Para os pentatomideos a funcdo dos hidrocarbonetos cuticulares na
comunicacao intraespecifica ainda € desconhecida. A composicdo dos HC
apresenta diferencas claras entre espécies (Lagba et al., 2019) e para as
espécies Neotropicais Chinavia ubica e Chinavia impicticornis também se
identificaram diferencas entre o sexo dos individuos (Silveira et al., 2016,). Nas
analises dos HC de E. heros foram identificados compostos diferentes entre os
machos e fémeas. A relevancia destas diferencas para a comunicacdo dos
insetos e se elas tém influéncia decisiva para a transmissao de informacdes entre
individuos é desconhecida. Os resultados apresentados aqui constituem os
primeiros relatos em relacdo a relevancia dos HC na comunicacdo dos

percevejos.

A mesma funcdo de orientacdo dos insetos exercida por HC presentes
nos rastros de percevejos tinham sido demonstrada previamente para 0s seus
inimigos  naturais, como o0s parasitoides de ovos Trissolcus basalis e
Telenomus podisi (Borges et al., 2003, Colazza et al., 2007). Lagba e

colaboradores (2019) também demonstraram que estes insetos podem
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discriminar entre os rastros de diferentes espécies de percevejos e Colazza e
colaboradores (2007) demonstraram a discriminacao entre rastros de machos e
fémeas. Desta forma fica evidente que os rastros quimicos de percevejos
fornecem informacdo relevante e de alta confiabilidade tanto para os
coespecificos, quanto para inimigos naturais.

A maior resposta observada quando os insetos foram avaliados em
plantas em relagéo a arenas de vidro pode ser uma consequéncia de uma melhor
percepcdo e persisténcia dos rastros nas plantas. Sabe-se que o0s
hidrocarbonetos cuticulares do percevejo N. viridula podem interagir com 0s
lipideos e ceras presentes na cuticula das folhas que adsorvem e retem 0s

compostos depositados na superficie (Colazza et al., 2009).

Os efeitos observados quando os insetos foram colocados
individualmente na planta foram reduzidos para o caso dos casais (uma fémea
e um macho na planta). Isso pode ser consequéncia de interacbes entre 0s
individuos mediadas por outro tipo de sinais como por exemplo, visuais ou tateis
(Cokl et al., 2019) No entanto, a propor¢éo de copula foi maior quando o casal
foi exposto, na arena, contendo o rastro de fémea. Este resultado pode sugerir
gue, ou os rastros agiram de forma sinérgica na procura do macho dentro da
arena, ou as fémeas quando em presenca de competidoras ficaram mais

suscetiveis a aceitar os machos para copula.

Os rastros quimicos dos insetos podem fornecer informacdes de
relevancia para o sucesso reprodutivo dos individuos como, por exemplo,
reconhecimento de parceiros sexuais, seu estado fisiologico (Beani et al., 2019)
e maturidade sexual dos individuos (Butterworth et al., 2020). Os resultados
obtidos sugerem que em E. heros os hidrocarbonetos cuticulares podem ter
funcdes similares, entretanto para compreender totalmente a sua funcéo é
necessario aprofundar os conhecimentos de quais 0s compostos presentes nos

rastros tém a funcédo de transmitir essas informacoes.

Os machos de E. heros liberaram maior quantidade de feroménios sexual
guando os insetos estiveram em presenca dos sinais vibratorios das fémeas

(FS1). Este resultado confere com o relatado por Miklas e colaboradores (2003).
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Nesse trabalho os machos de N. viridula liberaram uma maior quantidade de
feromobnio quando em contato com o som de fémeas da mesma populagéo,
enquanto que nado houve diferenga entre a quantidade de feromonio liberada
pelos machos quando em contato com o som de fémeas de uma populacao
diferente, com o canto de rivalidade dos machos ou controle. Entretanto, no caso
de N. viridula, a quantidade de feromonio s6 aumentou no periodo pés estimulo
e, por sua vez, os machos de E. heros liberaram uma quantidade maior de

feromdnio durante o periodo de estimulo.

Na natureza, durante a fase de busca por parceiros sexuais 0s machos
liberam feromoénio sexual para atracao de fémeas (Borges et al., 1987). Contudo
a producéo desse feromo6nio exige um gasto energético e fisioldgico, prova disso
€ que a liberagéo so ocorre se estiverem devidamente alimentados (Moraes et
al., 2008). Além disto, a liberacdo de feromdnio aumenta o risco de predacao
(Wang e Tan, 2019) e parasitismo (Borges et al., 1994, Silva e colaboradores
(2014). Portanto, o sinal vibracional de fémea pode estimular o macho a liberar
feromobnio, uma vez que a presenca da fémea na planta € certa. Adultos de
E. heros podem realizar multiplas cépulas com diversos parceiros durante a fase
reprodutiva (Panizzi, 1985), assim, mesmo com o sinal de fémeas proximas,

pode ser vantajosa a atracao de um maior niumero possivel de parceiras sexuais.

Quando foi testado o efeito do ferombnio na resposta do percevejo
E. heros, as fémeas testadas isoladamente emitiram sinais vibratérios mais
rapido e por mais tempo quando em contato com o feroménio. Os padrdes
espectrais a temporais dos sinais, tanto de machos quanto de fémeas também
variaram, além de sinais multifuncionais, como o bater de asas (Buzz),

identificado por Kavci¢ e colaboradores (2013).

As fémeas, quando testadas isoladamente, e na presenca do feromonio,
emitiram um maior numero de Buzz durante os bioensaios. Ja nos bioensaios
com casais, somente machos emitiram maior nimero de Buzz quando expostos
ao feromonio. Foi observado que ao bater as assas 0s percevejos emitem sinais
de adverténcia de longo alcance, uma vez que, estes sinais se transmitem na
planta por distancias maiores atingindo outras plantas proximas (Cokl, Zunig,

Blassioli-Moraes, Borges e Laumann, comunicacéo pessoal).
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Visto a funcdo dos sinais de buzz, duas hipoteses podem ser propostas.
Quando testados isoladamente os machos ndao emitiram maior nimero de buzz
entre os tratamentos. Bater as asas demanda um gasto enérgico, assim, talvez
0s insetos realizem esse comportamento quando h& a garantia de um parceiro
sexual préximo, no caso das fémeas ao detectarem o feromdnio do macho, e
para os machos atraindo as fémeas que estdo emitindo FS1 na planta. Outra
hipotese é que este sinal (buzz) esteja ligado a rivalidade, uma vez que 0s
insetos 0os emitiram em maior nimero em situacdo onde poderia se inferir a
presenca de um competidor. Contudo para confirmar essas hipoteses

experimentos com reproducao do sinal de Buzz precisam ser realizados.

Os resultados obtidos no experimento com feromdnio conferem com 0s
observados por Zgonik e Cokl (2013). E nesse trabalho, os autores observaram
gue as fémeas de N. viridula responderam com maior frequéncia, emitindo sinais
vibratorios, a papeis de filtro contendo o feromonio dos machos de sua espécie.
Todavia, os padrdes espectrais e temporais dos sinais emitidos ndo foram
guantificados, somente a porcentagem de resposta, que neste capitulo néo foi

diferente quando as fémeas foram testadas isoladamente.

A resposta dos machos de E. heros foi diferente a observada por Zgonik
e Cokl (2013) com machos de N viridula. Os machos de E. heros, quando em
contato com o feromOnio da espécie ndo apresentaram diferenca na
porcentagem de resposta e emitiram um numero de pulsos menor em relacéo a
machos sem presenca do feromdnio. Em contrapartida, os machos de N. viridula
apresentaram uma taxa de resposta maior em presenca do feroménio dos
coespecificos. Em presenca do feroménio sexual os insetos emitiram sinais com
frequéncia dominante maior. Sabe-se que a presenca de sinais ou ruidos
vibracionais (Laumann et al., 2018) e canto de outros percevejos (Avosani et al.,
2020, Silveira et al., 2019) pode ocasionar a mudanca do padréo da frequéncia
dos pulsos emitidos. Contudo a relacdo da mudanca da frequéncia dominante

com a presenca de feromdnio sexual no ambiente ainda é desconhecida.

Os resultados aqui apresentados mostram que existe uma interagéo de
sinais quimicos e vibracionais com consequéncias tanto na modulacdo da

emissdo dos sinais vibratorios, como na propria estrutura dos mesmos. Esta
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interacdo pode resultar benéfica uma vez os insetos sédo estimulados a emitir
sinais que estabelecem a comunicagao durante o comportamento sexual o que

pode resultar em maior sucesso reprodutivo.
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CAPITULO IV

INFLUENCIA DE FATORES ABIOTICOS NA
COMUNICACAO VIBRACIONAL DE PERCEVEJOS
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INTRODUCAO

A comunicagéo vibracional é considerada uma forma de intercambio de
informagdo em que os individuos utilizam um canal de transmissdo dos sinais
privativo, € conhecido que na natureza a comunicacdo ocorre numa rede de
interacdes que envolvem coespecificos (emissores, receptores e competidores)
e heteroespecificos (que exploram o0s sinais vibratérios seja para
parasitismo/predacao ou para competicdo) (Virant-Doberlet et al., 2014). Assim
a comunicacao entre os individuos sofre interferéncias de fatores bidticos
(descritos acima), e abordados nos capitulos 1 e 2 desta tese, e abioticos,
constituidos principalmente por fendbmenos ambientais como vento e chuva
(Virant-Doberlet et al., 2014). Por serem organismos pecilotérmos os insetos séo
fortemente afetados pelas condicbes ambientais. Fenbmenos climaticos como
vento e precipitacdes exercem uma forte pressdo evolutiva nos insetos e
conduziram a um grande numero de adaptacdes fisioldgicas, comportamentais
e ecoldgicas (Speight, et al., 2008). O tamanho reduzido da maioria das espécies
torna os insetos especialmente susceptiveis a dinamica de processos ambientais
como fluxos de ar e agua ou impacto da chuva ou neve (Speight, et al., 2008).
Estes elementos podem impactar processos fisioldgicos e o comportamento dos
insetos com consequéncias sobre a adptidao dos individuos (Kight e Swaddle,
2011)

Existem muitas evidéncias que diversos fatores climaticos interferem em
diversos comportamentos dos insetos como no comportamento de
forrageamento e oviposicao (Fink e Wolfgang, 1995, Kobori e Amano, 2003,
Chambo et al., 2018) e no comportamento sexual (Pellegrino et al., 2013, Austin
et al., 2014).

No caso especifico da comunicacéo vibracional dos insetos, o vento é
considerado o principal ruido abiotico (Barth, 1988; Cocroft e Rodriguez, 2005;
Tishechkin, 2007, McNett et al., 2010). O principal efeito do vento estaria
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relacionado com a sua intensidade (Cocroft e Rodriguez, 2005, Tishechkin,
2007). O efeito do vento se produz, principalmente, porque o movimento das
massas de ar impacta os substratos onde os insetos se encontram, por exemplo
caules, galhos e folhas das plantas. Embora intensidades de vento baixas a
moderadas geram vibragdes de baixa frequéncia (< 20 Hz) que n&o impactariam
na comunicagdo dos insetos, intensidade maiores poder gerar vibracdes de
frequéncias entre 100 a 200 Hz (Casas et al., 1998). Essas frequéncias estao na
faixa dos sinais de muitos grupos de insetos, entre eles os percevejos da familia
Pentatomidae, que emitem sinais variando entre 50 e 200 Hz, com frequéncias
dominantes proximas a 100 Hz (Cokl e Virant-Doberlet, 2003). Entretanto, o
impacto do vento no comportamento dos insetos poderia ser mais uma
consequéncia da movimentacdo violenta das plantas, originada pela alta

intensidade do vento, mais do que um efeito de interferéncia das vibracoes.

Existem poucas evidéncias experimentais que demonstrem que o vento
pode interferir na comunicacao dos insetos pela acao direta das vibragdes que
origina nas plantas. Este efeito foi claramente observado em cigarrinhas da
espécie Enchenopa binotata (Say, 1824) (Hemiptera: Membracidae). Em
experimentos de playback onde se reproduziram ruidos originados pelo vento
nas plantas hospedeiras, os machos desta espécie somente emitiram sinais
vibratorios nos intervalos onde o ruido estava ausente. Adicionalmente,
experimentos de campo mostraram que, nesta espécie, existe uma maior
atividade de comunicacdo vibracional no comeco da manhd, quando a

intensidade do vento é menor (McNett et al., 2010).

As vibracdes causadas pelas gotas de chuva impactando nas plantas
geram vibracBes caracteristica com uma fase inicial de curta duracdo, com
vibracBes de amplitude irregular e maior frequéncia, e uma segunda fase com
vibracBes de menor frequéncia e com variacbes de amplitude regulares que
decaem exponencialmente até o nivel do ruido (Casas et al., 1888). Estas
vibracBes podem influenciar tanto o comportamento de forrageio quanto a
comunicacédo sonora de animais. Por exemplo, os insetos parasitoides reduzem
o comportamento de forrageio quando chove (Casas, 1989). Embora essa
reducdo nado foi ligada diretamente as vibragdes originadas pela chuva nas

plantas.
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Por outra parte, estudos em Lepidoptera sugerem que as lagartas ao
menos reconhecem vibragdes produzidas por vento e chuva. Lagartas de
Semiothisa aemulataria (Walker, 1861) (Geometridae) diferenciam as vibracdes
causadas por gotas de agua das produzidas por predadores quando se
locomovem nas plantas (Castellanos e Barbosa, 2006), de forma similar lagartas
de Drepana arcuata (Walker, 1855) (Drepanidae) discriminam ruidos produzidos
por vento ou chuva de estimulos vibracionais produzidos por coespecificos ou
pelo predador Podisus maculiventris (Say, 1832) (Heteroptera: Pentatomidae)
(Guedes et al., 2012).

Como, em geral, as evidéncias reportadas até 0 momento sugerem que
os ruidos abidticos tém um efeito disruptivo na comunicagdo dos insetos existe

um potencial de utilizar estes conhecimentos para 0 manejo integrado de pragas.

O objetivo deste capitulo foi avaliar a influéncia de vibragdes originadas por
fatores abidticos (vibragOes originadas por vento ou chuva) na comunicacao
vibracional de percevejose e 0 potencial de interferéncia ou inibicdo na
comunicacao vibracional e comportamento reprodutivo dos percevejos fitdfagos

das vibracdes originadas por fatores abioéticos;
Foram avaliadas as seguintes hipoteses:

1- Os ruidos ambientais de chuva e vento interferem na comunicacao

vibracional do percevejo marrom.

2- A interferéncia na comunicag¢do vibracional produzida pelo ruido
ambiental de vento e chuva resulta em reducdo do comportamento de

acasalamento e copula do percevejo marrom
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MATERIAL E METODOS

Procedimentos gerais

Para avaliar as hipéteses propostas foram realizados experimentos de
reproducdo de programas de estimulacdo previamente gerados. Estes sinais
foram reproduzidos em plantas de feijao onde foram colocados casais (uma
fémea e um macho) do percevejo marrom E. heros. Durante os experimentos o
comportamento dos insetos e 0s sinais vibratorios emitidos foram registrados
para posterior avaliacdo dos efeitos dos ruidos ambientais avaliados na

comunicacao vibracional e comportamento reprodutivo dos insetos.

Programas de estimulacao
Vento

Os ruidos produzidos pelo vento foram simulados em um tunel de vento.
Este aparelho consiste em uma camara de vidro, de 1,5 x 0,5 x 0,5 m vasada
nas duas extremidades (Figura 4.1). Em uma das extremidades encontra-se o
plenum, uma estrutura feita com “honey-comb”, para manter um fluxo
unidirecional e laminar do ar que entra no sistema até a outra extremidade, que
possui uma grade de aluminio fechando o tinel. Um ventilador industrial com
motor 3 Hp é responsavel por gerar a corrente de ar que circula no tinel de vento,
esse ar € regulado por um inversor de frequéncia (inverter CFW 08, Weg) que
varia a velocidade da corrente de ar entre 0,2 m/s e 1,32 m/s.No interior do tanel
foram introduzidas plantas de feijao, no estagio V3, a 1,2 m de distancia da
entrada do ar, e as vibracdes geradas por uma corrente de ar, simulando vento
de intensidade média (1,32 m/s) foram registradas com vibrémetro laser,

seguindo os procedimentos descritos em PEG.
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As vibracdes foram registradas de forma continua por um periodo de 20
min utilizando 5 plantas diferentes, uma a cada 20 min. Os arquivos gerados

foram armazenados para posterior utilizagdo nos experimentos.

N
e ] @)

Figura 4.1. Desenho esquematico mostrando a configuracéo estabelecida para
registro de vibragdes originadas pelo vento em plantas ou para os bioensaios
onde os insetos foram expostos diretamente as correntes de ar. 1) Entrada do
ar, 2) Saida de ar, 3) Plantas de feijao, 4) Vibrobmetro laser, registro dos sinais
vibratorios, 5) Placa para digitalizar os sinais, 6) Notebook para armazenamento
dos dados.

Chuva

Os programas de estimulacdo com ruido de chuva foram criados
simulando o impacto das gotas sobre as folhas de uma planta de feijdo em
estagio V3. Para isto foi utilizado um equipo para infusdo por gravidade, com um
tubo flexivel transparente de 50cm conectado a uma camara para visualizacéo
de gotejamento e posteriormente a uma pinc¢a rolete, para o controle do fluxo. A
fonte de agua foi uma garrafa plastica de 500ml a qual foi adaptado o dispositivo
de gotejamento. Todo o dispositivo foi disposto de forma que a extremidade da
mangueira do gotejador ficou a uma distancia de 30 cm da folha da planta e de
forma que as gotas impactem no terco apical das folhas. O equipamento

dispensou as gotas (60 gotas = 1 ml) a um ritmo de 38 por segundo.

Uma vez estabelecido o fluxo das gotas de 4gua as vibracdes geradas na

planta foram registradas com um vibrémetro laser seguindo os procedimentos
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descritos em PEG. Para isto o laser foi apontado e focado no caule principal da
planta de feijdo, assim descartando o0 excesso de ruido provocado pelo

movimento das folhas ao cair das gotas.

As vibracdes foram registradas de forma continua por um periodo de 5 m
utilizando 5 plantas diferentes uma a cada 5 minutos. Os arquivos gerados foram

armazenados para posterior utilizagado nos experimentos (Figura 4.2).

Figura 4.2. Desenho esquematico mostrando a configuracdo estabelecida para
registro de vibragfes originadas por gotas de agua impactando em folhas de
plantas de feijdo. 1) Planta de feijao, 2) Garrafa de plastico 500ml, 3) Equipo para
infusdo por gravidade para gerar as gotas de agua, 4) Vibrémetro laser, captacao
dos sinais vibratérios, 5) Placa para digitalizar os sinais, 6) Notebook para
armazenamento dos dados.

Experimentos

Os bioensaios foram realizados reproduzindo os programas de
estimulacdo (vento e chuva) em plantas de feijdo seguindo os procedimentos
descritos em PEG para bioensaios de reproducdo de sinais. A descricdo dos
programas de estimulacéo utilizados estd no Apéndice IV. Adicionalmente, no
caso do vento, para avaliar o efeito da exposicéo direta dos insetos a corrente
de ar foram realizados bioensaios com as plantas colocadas no tunel de vento e

expostas a uma corrente de ar com igual intensidade a utilizada para criar os
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programas de estimulacdo (1,32 m/s) (tunel de vento). Como controle foram
utilizadas plantas sem vibragoes.

Um macho e uma fémea do percevejo marrom foram colocados
simultaneamente em folhas opostas da planta de feijao, e um dos programas de
estimulacdo foi reproduzido durante 20 minutos. O comportamento foi
monitorado por observacdo direta e registrado em ata, os sinais vibratérios
emitidos pelos insetos foram registrados e analisados seguindo os
procedimentos gerais descritos em PEG.

Os programas de estimulagdo foram reproduzidos num desenho
experimental completamente aleatorizado. O numero de repeticbes para cada
tratamento (vento, chuva e tinel de vento) e controle foi igual a 30 e a cada 5
bioensaios as plantas foram trocadas por novas. Os comportamentos registrados
foram: Proporcéo de resposta (proporcéo de casais em que ao menos um inseto
emitiu um sinal vibratorio ou mais em relacdo ao total de casais avaliados)
laténcia (s), (tempo desde o inicio do bioensaio até que o inseto emite o primeiro
sinal vibratério) tempo de resposta (s), (tempo em que o0 inseto permanece
emitindo sinais vibratérios),nimero de pulsos emitidos por cada inseto durante o
bioensaio, e proporcao de casais que finalizaram o bioensaio com a cépula.Os
parametros dos sinais vibratorios registrados e analisados foram frequéncia

dominante (Hz), duracdo dos pulsos e intervalo entre pulsos (ambos em ms).

Esses dados foram todos passados para planilhas e depois processados

para as analises estatisticas e representacéo graficas dos resultados.

Andlises estatisticas

A Proporcao de respostas, proporcdo de emissao de sinais por fémeas e
machos e proporc¢éo de cépula foram comparadas entre pares de cada espécie
em tratamento e controle por regressao logistica considerando respostas
binarias (sim - 1 ou ndo - 0) como variavel de resposta, e controle ou tratamento
como fator explicativo. Coeficientes e erro padrdo das regressdes logisticas
foram usados para calcular os oddsratios (OR) e seus respectivos intervalos de

confianga de 95% (IC95%). As probabilidades foram consideradas significativas
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se seu IC nao incluiu o valor 1. A porcentagem de reducéo da resposta quando
os insetos foram colocados em plantas vibradas foi calculada como: 1-OR * 100,

e 0 aumento da resposta em plantas n&o vibradas (controle) como: 1/ OR.

A laténcia, o tempo de resposta e parametros temporais do sinal vibratério
dos insetos (duracdo do pulso e intervalo entre pulsos), nimero de pulsos e
frequéncia dominante foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-
Wilk. Quando os dados apresentavam distribuicdo normal, foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA)de medidas repetidas, para analisar as diferencas
entre os tratamentos e controle. O modelo considerou as variaveis medidas em
cada individuo como medidas repetidas. Quando os dados ndo apresentaram
normalidade, foram analisados com modelos lineares generalizados mistos
(GLMM) e analise de devianca (ANODEV) com distribuicdo de Poisson,
considerando os parametros como variavel resposta, a condicdo em que 0s
insetos foram expostos (tratamentos) como fator explicativo e os individuos como
efeitos aleatérios. Para a andlise dos parametros temporais e espectrais dos
sinais vibratorios o0 modelo comparou o efeito dos tratamentos em relacédo ao
controle somente. Quando o resultado da ANODEV apresentou diferenca
estatistica significativa foi realizado um teste de contraste entre os tratamentos.
Todos os testes estatisticos foram desenvolvidos na plataforma R verséao 4.0.0

(R Development Core Time, 2020) utilizando o pacote Ime4 para GLMM.
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RESULTADOS

Os resultados de todas as analises estatisticas se apresentam no
Apéndice IV.

A proporc¢éo de insetos (fémeas e machos) que emitiram sinais vibratorios
durante a execucdo dos bioensaios nédo foi significativamente afetada pelas
vibracdes de ruido de vento (V). Quando os insetos estiveram sobre plantas
vibradas com ruido de chuva (Ch) ou expostos diretamente a corrente de ar no
tinel de vento (Tv) a proporc¢ao de individuos que emitiram sinais vibratérios foi
menor da observada nas plantas controle (bioensaio sem transmisséao de sinais)
(Fémea: Chuva: z = -4,19, gl = 63, P < 0,001; Tunel de vento: z = -3,73, gl = 58,
P < 0,001) (Macho: Chuva: z = -3,72, gl = 63, P < 0,001; Tdnel de vento: z = -
3,6, gl =63, P <0,001) (Tabela 4.3 A).

As fémeas nédo foram afetadas pelas vibracdes das plantas reproduzindo
ruidos de vento ou chuva ou quando ficaram expostas diretamente a uma
corrente de ar e iniciaram a emissao de sinais vibratérios com a mesma laténcia
das fémeas presentes nas plantas controle (Figura 4.3 A). Em contraste os
machos foram afetados mostrando laténcias maiores em todos os tratamentos
em relacdo ao controle (F = 88,17, gl = 74, P<0,001) (Figura 4.3 A). O maior
atraso para iniciar a emissdo de sinais vibratorios foi observado quando os
insetos estiveram em plantas que receberam um fluxo direto de ar (Tv), neste
caso a laténcia néo diferiu da dos machos em plantas vibradas com ruido de

chuva (teste de contrastes P < 0,05) (Figura 4.3 A).

O tempo em que as fémeas e 0s machos emitiram sinais foi
significativamente afetado pelos tratamentos (Fémea: F = 108,9, gl = 71, P =
0,003; Macho: F =68,74, gl =74, P <0,001) (Figura 4.3 B). Nao caso das fémeas
o tempo de resposta foi menor quando as plantas foram vibradas com ruidos de
vento ou chuva (Figura 4.3 B) e no caso dos machos todos os tratamentos
reduziram significativamente a emissdo de sinais vibratérios em relacdo ao

controle (Figura 4.3 B).
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Embora com reducdo dos tempos de resposta a sinalizagcdo dos insetos
ndo mostrou um efeito determinante dos ruidos abiéticos. O niumero de pulsos
emitidos pelos insetos somente foi reduzido quando os machos estiveram em
plantas vibradas com ruido de chuva em relagédo ao controle (F = 1001,5, gl =
74, P =0,043). (Figura 4.3 C).
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Figura 4.3. Efeito de ruido produzido por fatores abidticos na dinamica de
emissado de sinais vibratorios emitidos por fémeas e machos de E. heros. A)
Laténcia (média do tempo em segundos no qual o inseto emite primeiro canto);
B) Tempo de resposta (média do tempo em segundos no qual o inseto
permeneceu cantando); C) Numero de pulsos emitidos. V: ruido de vento, Ch =
ruido de chuva, Tv: plantas dentro do tinel de vento ligado. F=fémeas e
M=macho. As barras representam os valores médios de cada parametro e as
linhas representam o erro padrdo. As letras acima das linhas das barras
representam diferenca estatistica entre os tratamentos (ANODEV e teste de
contrastes P < 0,05).
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Ao considerar os parametros dos sinais emitidos em plantas com ruidos
abidticos e compara-los com os emitidos pelos insetos nas plantas controle ndo
foram observadas mudangas decisivas nos parametros temporais dos sinais
(Figura 4.4). Os sinais emitidos pelas fémeas de E. heros n&o foram afetados
pelo ruido de chuva, em presenca de ruido de vento (V) os intervalos entre
pulsos foram maiores (z = 1,9, gl = 1306, P = 0,05), e na exposicao direta a
corrente de ar no tunel de vento (Tv) os intervalos entre pulsos foram menores
(z=1,9, gl =1306, P =0,05) em relacao ao controle (Figura 4.4 B). No caso dos
machos os efeitos significativos observados foram na emissdo de pulsos de
menores duracdo quando em presenca de vibragdes de Vento (V) (z = -1,95, gl
= 962, P = 0,05) e chuva (Ch) (z = -2,67, gl = 962, P = 0,007), e reducao do
intervalo entre pulsos em plantas Tv (z = -2,17, gl = 962, P = 0,02) (Figura 4.4
A). Tanto machos quanto fémeas ndo modificaram a frequéncia dominante dos

sinais emitidos em plantas tratamento e controle (Figura 4.4 C).
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Figura 4.4. Efeito de ruido produzido por fatores abiéticos nos parametros dos
sinais vibratérios emitidos por fémeas e machos de E. heros. A) Duracao do
pulso (média do tempo em milissegundos); B) Intervalo entre os pulsos (média
do tempo em milissegundos, do final de um pulso ao inicio do préximo); C)
Frequéncia dominante (média da frequéncia dominante em um pulso, em Hz); V:
ruido de vento, Ch = ruido de chuva, Tv: plantas dentro do tanel de vento ligado.
F=fémeas e M=macho. As barras representam os valores médios de cada
parametro e as linhas representam o erro padrdo. * indica diferencas
significativas nos valores médios do tratamento em relacdo ao controle (Analise
GLMM P < 0,05).

A proporcdo de coépula dos casais nas plantas tratadas com ruido de
chuva e dentro do tunel de vento foi menor em relacéo a proporcéo de copula

em plantas controle (Ruido de Chuva: z=0,6, gl =48, P < 0,001, Tunel de vento:
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z =3,09, gl =44, P = 0,001). Nao foi observado efeitos significativos do ruido de

vento na proporc¢éo de casais que copularam (Tabela 4.1; Figura 4.5).

Tabela 4.1. Resultados da analise de regressao logistica e célculo de razéo de chance (IC 95%)
para avaliacdo do efeito da reproducéo de ruidos de vento (V), chuva (Ch) e expostos a um tunel
de vento ligado a 3,2 m/s (Tv) (Tratamento) para fémeas e machos de Euschistus heros. As
variaveis foram computadas em forma binaria (presenca auséncia do comportamento) e
comparadas em relagcdo ao observado nos casais colocados em plantas sem vibracfes
(Controle). Valores de racdo de chance em negrito indicam efeito significativo do tratamento em
relagdo ao controle.

Tratamento Variavel Estatistica Racéo de chance (IC
95%)
v Resposta Fémeas C z=-0,98 P=0,32 G|=58 0,31 (0,03 - 3,16)

Resposta Machos C

z=-1,55 P=0,11 GI=58 0,17 (0,01 - 1,57)

Cépula z=-0,89 P=0,37 GI=58 0,58 (0,17 - 1,91)
Ch Resposta Fémeas C z=-4,19 P=2,78 G|=63 0,01 (0,00 - 0,08)
Resposta Machos C z=-3,72 P<0,05 GI|=63 0,01 (0,00 - 0,14)
Cépula z=-3,60 P<0,05 GI|=48 0,07 (0,01 - 0,31)
Tv Resposta Fémeas C z=-3,73 P<0,05 G|=58 0,01 (0,00 - 0,14)

Resposta Machos C

z=-3,60 P<0,05 GI=58 0,01 (0,00 - 0,16)

Copula z=-3,09 P<0,05 Gl=44 0,10 (0,02 - 0,43)

Referéncias: Resposta fémeas= fémeas que emitiram pelo menos um pulso de sinal vibratério
durante o experimento. Resposta machos = machos que emitiram pelo menos um pulso de sinal
vibratorio durante o experimento. Cépula= casais que copularam durante a execuc¢do do
experimento. NA= ndo avaliado, neste tratamento todos os machos emitiram sinais vibratérios
tanto no controle quanto no tratamento.
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Figura 4.5. Propor¢cdo de bioensaios que terminaram com a cOpula dos casais
de E. heros em plantas de feijao de feijao tratadas com ruido de vento (V), ruido
de chuva (Ch), plantas dentro de um tunel de vento ligado (Tv) e plantas sem
vibracdes, controle (C). F=fémeas e M=macho. * acima das barras representam
diferenca estatistica entre os tratamentos e o controle.
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DISCUSSAO

Os resultados apresentados indicam uma influéncia diferenciada das
vibracdes causadas por ruidos abidticos avaliadas em teses de reproducao de
estimulos previamente gravados. As plantas vibradas com registros de plantas
expostas a correntes de ar (vento) ndo influenciaram significativamente a
comunicagéo vibracional das fémeas e machos de E. heros e consequentemente
ndo mostraram um efeito inibitério da cépula. Por sua vez, as plantas onde os
insetos estiveram expostos a vibragdes simulando chuva ou que estiveram
diretamente expostas a correntes de ar afetaram a comunicagdo vibracional
reduzindo a proporc¢ao de individuos que emitem sinais vibratorios, aumentando
a laténcia das respostas e reduzindo o tempo no qual os insetos permanecem
emitindo sinais. Estes dois ultimos efeitos foram observados principalmente nos
machos de E. heros. Como consequéncia esses ruidos ambientais tiveram um

claro efeito inibidor da cépula.

A diferenca observada entre as respostas a plantas vibradas com ruido
de vento e a exposicdo direta ao mesmo pode indicar que as vibracoes
originadas pelo vento de intensidade moderadas, com frequéncia de 51 Hz e
uma intensidade de -64 dB, ndo sdo as responsaveis pelos efeitos observados
na comunicacéao vibracional e comportamento reprodutivo de E. heros. O vento
ao balancar as folhas e o caule das plantas, pode atuar como um amplificador
da vibracdo, efeito que ndo estad presente quando se reproduz a vibracdo
somente. Este resultado confirma observacdes prévias que indicam que as
vibracBes causadas pelo vento nas plantas, pelas suas caracteristicas de
frequéncia, ndo sao as responsaveis pela interferéncia na comunicacéo
vibracional. Observacdes de campo também indicam que 0s insetos evitam se
comunicar nos periodos que as correntes de ar sdo mais fortes (Cocroft e
Rodriguez, 2005, Virant-Doberlet et al. 2014, Cokl et al., 2019).
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O efeito observado do ruido de chuva pode estar relacionado com as
caracteristicas ecolégicas dos percevejos. Em geral se considera que o impacto
da chuva na comunicacdo dos insetos depende da sua adaptacdo prévia a
mesma. Insetos de florestas tropicais, onde as chuvas sdo constantes, estao
submetidos a uma pressao seletiva que modifica seus sinais de forma que
contrastem com o ruido ambiental originado pelas gotas de chuva (Cocroft e
Rodriguez, 2005). Os percevejos E. heros € uma espécie adaptada a regiées do
Cerrado, em que o clima é mais seco e quente, e as chuvas ocorrem em épocas
especificas do ano, por isso, podem ter desenvolvido os sinais vibratérios sem a
presenca de chuvas constantes, essa hipdtese pode explicar o efeito inibidor
observado pelos ruidos de chuva nesta espécie. Contudo experimentos em
campo, com gravacdo de sinais em épocas chuvosas e secas precisam ser

desenvolvidos para confirmar essa hipoétese.

Adultos de E. heros apresentam uma movimentacgao vertical nas plantas
hospedeiras. Encontrando-se no dossel superior nas horas iniciais do dia e ao
crepusculo quando a movimentacdo das massas de ar € menos intensa e as
chuvas menos frequentes (Panizzi, 1991). Os efeitos observados neste trabalho
em relacdo a interferéncia na comunicacao vibracional podem ajudar a explicar

esta dinamica de movimentac&o ao longo do dia

Os insetos expostos a ruidos ambientais (vento, chuva e tanel de vento),
mostraram adaptacdes dos sinais vibratérios emitidos que incluem modificacao
de parametros temporais (duracdo do pulso e intervalo entre pulsos). Estas
mudancas nos sinais emitidos fazem parte dos mecanismos utilizados para
diferenciar os sinais emitidos pelos insetos num ambiente com interferéncia de
sinais sejam estes artificiais (Polajnar et al., 2008, Laumann et al., 2018) ou
naturais (Cokl et al., 2015)

A interferéncia de vibracbes reproduzidas como ruidos ambientais no
comportamento de insetos também foi avaliada em insetos que vivem
agregados, como no pulgdo Myzus persicae (Sulzer, 1776) (Hemiptera-
Aphididae). Neste caso a exposicdo dos insetos a sons de alta intensidade e
frequéncia (100 - 10000 Hz) inibiram a alimentacdo (Lee et al., 2012). Avosanii

e colaboradores (2020) também observaram em Bactericera cockerelli (Sulc,
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1909) (Hemiptera: Triozidae) redugcdo na emissédo de sinais de chamamento
pelos machos quando expostos a tipos de ruidos ambientais de 0 a 22000 Hz.
Este comportamento confere com o observado em E. heros quando expostos a
ruidos de fatores abidticos, onde tanto a propor¢cdo de machos quanto a de
fémeas que emitiram sinais vibratérios foi reduzida em relagédo aos insetos nao
expostos e ainda os machos levaram mais tempo para comecgar a emitir sinais

vibratoérios.

As hipéteses testadas neste capitulo foram confirmadas, pois o ruido de
vento e chuva modificaram o padrdo de resposta dos casais de E. heros.
Também foi comprovado um efeito de inibicdo da copula para os casais expostos
a vibragdes que simulam chuva ou nos casais expostos diretamente a uma
corrente de ar. Os resultados apresentados aqui sdo a primeira contribuicdo ao
efeito que fatores ambientais podem ter na comunicacdo vibracional de
percevejos e desta forma podem contribuir para um melhor entendimento dos
mecanismos de comunicacdo, comportamento reprodutivo e ecologia destes

insetos.
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CAPITULO V

POTENCIAL DE SINAIS DE CHAMAMENTO DE

E. heros PARA ATRACAO DE COESPECIFICOS

PARA APLICACAO NO MONITORAMENTO DE
POPULACOES



188

INTRODUCAO

No Brasil, extensas &reas do territério sdo ocupadas com culturas,
predominando as monoculturas, como é o caso da soja. Com uma area cultivada
de 38 milhdes de ha e uma producdo estimada para a safra da campanha
2020/2021 de 133 milhdes de toneladas, o Brasil € o maior produtor de soja do
mundo (CONAB, 2021). Esses sistemas de producdo possuem grandes
desvantagens ecoldgicas, uma vez que reduzem a biodiversidade do local e

promovem o surgimento de pragas relacionadas a cultura.

Os percevejos (Hemiptera: Pentatomidae) sdo pragas primarias das
principais culturas de gréaos no Brasil (soja, feijao, milho) (Panizzi, 1997; Panizzi,
2013) e nos ultimos anos sua incidéncia tem se estendido a outras culturas tendo
relatos de ataques severos em algoddo, hortalicas, mamona, entre outros
(Panizzi, 2013). No caso da cultua da soja e outros graos 0s percevejos
sugamprincipalmente as sementes causando assim um dano direto a producao
(Corréa-Ferreira e Moscardi, 1995, Panizzi, 1997). Estes insetos também podem
se alimentar de outras partes da planta, quando as mesmas estdo em estagios
vegetativo causando disturbios fisiolégicos que originam reducdes significativas

no rendimento da soja (Corréa-Ferreira, 2005).

O percevejo marrom, Euschistus heros (Fabricius, 1749) (Hemiptera:
Pentatomidae), € considerado a praga de maior destaque na soja no Brasil
(Panizzi, 2013). Esta espécie domina a guilda de percevejos em toda a area de
producédo de soja do Brasil que abarca desde o extremo sul até o norte do pais
(Aquino et al. 2019). Os métodos de controle baseiam-se na utilizacdo de
inseticidas sintéticos que geralmente sdo utilizados sem acompanhar as
recomendacdes técnicas e ainda com aplicagdes preventivas (Bortolotto et al.,
2015, Corréa-Ferreira et al., 2009, Panizzi, 2013), com 0s consequentes efeitos
negativos para o meio ambiente e para a saude humana (Gazzoni, 2012).

Adicionalmente aplicacfes preventivas ou sem respeitar 0os niveis de controle
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favorecem o surgimento de populacdes resistentes e afetam negativamente os

inimigos naturais (Corréa-Ferreira et al., 2009; Gazzoni, 2012).

A possibilidade de interferir no comportamento sexual dos insetos, e
consequentemente, no seu sucesso reprodutivo, € uma das estratégias com
grande potencial para o manejo eficiente de suas populacdes (Laumann et al.,
2017). Embora a aplicacdo de sinais vibratérios para o manejo de pragas ainda
€ escassa, existe um grande potencial que ainda precisa ser explorado e

avaliado cientificamente.

Sinais vibratérios podem ser utilizados para repelir ou interferir na
comunicagdo dos percevejos nas areas cultivadas (Polajnar e Cokl, 2008, Cokl
et al.,, 2015, Laumann et al., 2017). Outra forma de interferéncia pode ser a
utilizacdo de sinais de competidores (sinais de individuos da mesma
espécie/sexo ou sinais de individuos de outras espécies) ou antagonistas
(predadores) que podem ter efeitos repelentes ou inibidores da comunicacao
(Laumann et al., 2017). Nos capitulos | e Il desta tese se apresentam dados do
efeito de interferéncia na comunicacdo e de inibicdo da cépula causados por
sinais de rivalidade de coespecificos e sinais de chamamento de

heteroespecificos que sustentam estas premissas.

Outra forma de aplicacao pode ser para 0 monitoramento das pragas. Este
pode se dar de forma direta, mediante a identificacdo dos sinais vibratorios
emitidos pelos insetos, ou em forma indireta, com a incorporacdo de sinais

vibratérios em armadilhas de captura (Laumann et al., 2017).

O monitoramento de percevejos tradicionalmente se realiza com a técnica
do pano de batida. Esta técnica consiste em colocar um pano de 1 m de
comprimento entre as linhas de soja e bater as plantas sobre o pano para coletar
0s insetos. Embora seja eficiente esta técnica é pouco aplicavel nas grandes
areas onde se cultiva a soja uma vez que é necessario realizar panos de batida
em 10 pontos a cada 100 ha. Uma alternativa que tem surgido e demonstrado
grande potencial para o monitoramento de percevejos € o uso de armadilhas
iscadas com o feromonio sexual das espécies (Borges et al., 2011, Laumann et
al., 2011, Tillman e Cotrell, 2017).
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Em particular, para o percevejo marrom armadilhas iscadas com o
principal componente do seu feroménio sexual (2,3,10 trimetiltridecanoato de
metila) mostram ser altamente eficientes para a captura de fémeas da espécie.
As armadilhas, quando distribuidas nas bordas da cultura com espagamentos de
200 m entre elas, sdo uma boa ferramenta para estimar os niveis populacionais
gue auxiliam para estabelecer a necessidade de aplicar técnicas de controle
(Borges et al., 2011).

Entretanto a eficiéncia e precisédo das capturas podem ser incrementadas
se incorporam os sinais vibratérios que atuam na etapa final do comportamento
reprodutivo dos percevejos (Millar et al 2002). Esta incorporacdo pode contribuir
para reduzir o nimero de insetos que sdo atraidos pelo feroménio, mas néo
entram nas armadilhas, um fato que comumente se reporta em estudos de
campo (Millar et al., 2002, Cullen e Zalom 2005, Borges et al., 2011).

Um dos sinais vibratérios com maior potencial para esta funcdo pode ser
o sinal de chamamento das fémeas que, assim como em outras espécies de
percevejos, em E. heros tem como uma das suas principais func¢des biologicas
o de atrair os machos (Cokl et al., 2000, Blassioli Moraes et al., 2005). A
incorporacao deste tipo de sinal nas armadilhas também pode incrementar as
capturas ja que atraem os machos seletivamente (Millar et al., 2002, Laumann
et al., 2017, Mazzoni et al., 2017).

O Unico antecedente do uso de sinais vibratérios de percevejos como
ferramenta para atrair os individuos é uma pesquisa realizada com a espécie
invasora Halyomorpha halys (Stal, 1855). Mazzoni et al (2017) avaliaram o
potencial de um dos sinais emitidos pelas fémeas desta espécie (FS2) para atrair
0s machos. Em experimentos em diversos substratos e arenas experimentais
mais de 50% dos machos avaliados foram atraidos pelo sinal FS2 (Mazzoni et
al., 2017).

Considerando o exposto, o objetivo deste estudo foi determinar se sinais
de chamamento de fémeas ou machos de E. heros tem potencial de atracdo de

coespecificos e avaliar a eficiéncia de incorporacdo de sinais vibratorios de
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E. heros em armadilhas de monitoramento para atracdo e captura de machos e

fémeas.

MATERIAL E METODOS

Experimentos em arenas

Para selecionar 0os sinais com maior atratividade foram realizados

bioensaios em arenas de dupla escolha descritas no capitulo 1l desta tese.

Os programas de estimulacdo oferecidos foram construidos utilizando
sinais registrados e digitalizados previamente como descrito no PEG. Os sinais
presentes nos arquivos foram sinais de chamamento de fémeas (FS1) e de
machos (MS1) de E. heros. Os programas foram construidos juntando sinais de
2 ou 3 individuos com sua intensidade normalizada aos niveis emitidos
naturalmente pelos insetos. A descricdo dos programas de estimulacéo

utilizados esta no Apéndice V.

Foram utilizadas arenas de dupla escolha formadas por uma prancha de
acrilico (40 cm x 32 cm) com um furo central em formato “Y” (corpo de 20 cm;
bracos de 17 cm cada um), a qual foi vedada na parte superior e inferior com
placas de vidros (40 cm x 32 cm X 4 mm) para o inseto ndo escapar. O piso da
arena foi preenchido com papel Panama de cor cinza e 1,62 mm de espessura,
cortado no formato do “Y” que serviu como substrato para transmissao dos
sinais. Para transmitir os sinais ao papel, o vidro inferior da arena foi perfurado
(furo de 0,7 cm didametro) na regido coincidente com a finalizacdo de um dos
bracos da arena (~1 cm da finalizacdo). Este furo permitiu a entrada da agulha
do Minishaker, para manté-la em contato com o piso de papel. Para evitar a

difusdo das vibracdes para o brago oposto da arena, na regiao de bifurcacéo do
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Y a base de papel foi cortada, estabelecendo uma fenda de 1 mm (Figura 5.1)
entre os dois bragos. Desta forma a arena possui uma regido que vibra formada
por um dos bragos do Y e o corpo central da arena e uma regido que nao vibra
(braco oposto da arena). Assim a arena mimetiza o caule central de uma planta
e sua bifurcacdo e permite avaliar a escolha do inseto por uma area com

vibragBes e uma area sem vibragoes.

Os bioensaios foram realizados introduzindo um macho ou uma fémea de
E. heros na érea de liberacéo (base do Y) e o seu comportamento observado por
um periodo de 10 minutos registrando escolha inicial (braco da arena onde o
inseto entrou primeiro e se deslocou nele até pelo menos um terco do seu
comprimento) e o tempo de residéncia (s) (tempo em que o inseto permaneceu
em cada um dos bragos da arena). Como controle e para evitar qualquer possivel

viés da arena foram realizados bioensaios onde nenhum dos bracos foi vibrado.

Durante todo o periodo do bioensaios programas de estimulacao
selecionados foram reproduzidos seguindo as metodologias descritas em PEG
para reproducédo de sinais. Foi avaliada a resposta dos individuos machos e
fémeas para os sinais de E. heros FS1 e MS1 (tratamento) em relacéo ao braco
sem vibracdo (controle). Os diferentes programas de estimulacdo e sexo dos
insetos foram avaliados num desenho completamente aleatorizado com
mudanca dos sinais e insetos (machos ou fémeas) a cada 3 bioensaios, quando
a base de papel da arena foi trocada. A cada 5 bioensaios os bragos tratamento
e controle foram invertidos girando o vidro inferior da arena para permitir que o

furo fique na posicéo correta.

Experimentos em gaiolas

Para avaliar o potencial de sinais vibratérios para atrair e capturar insetos
nas armadilhas foram selecionados, segundo os resultados dos experimentos
em arenas, os o sinal de fémeas de E. heros FS1. Para realizar os experimentos
em laboratorio foram utilizadas gaiolas de acrilico (1 x 1 x 0,5 m). No interior
destas gaiolas foram introduzidas 8 plantas de soja cultivadas em sacos de

plasticos de (5 L). A preparacdo do solo para o cultivo das plantas seguiu 0s
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procedimentos descritos em PGE. Em cada saco foram plantadas 10 sementes
de soja. Os sacos foram mantidos a intempérie e regados quando necessario.
Quando as sementes germinaram foi realizado um desbaste deixando somente
trés a quatro plantas por saco. As plantas foram usadas quando atingiram o
estagio reprodutivo R5 (vagens totalmente formadas e grdos em fase de

enchimento).

No centro das gaiolas foi ajustada uma armadilha construida com uma
garrafa PET de plastico de 2 litros seguindo o modelo proposto por Borges e
colaboradores (1998). A armadilha possui na sua parte superior quatro furos
circulares de 1,5 cm de diametro em cada um dos quais se adaptou um funil
construido com tela de arame. No interior da armadilha e na parte central foi
adaptado outro funil formado a parte superior de uma garrafa PET, desta forma
delimitaram-se duas partes. Na parte superior os furos e os funis servem como
orificio de entrada dos insetos na armadilha e o funil interno e a parte inferior da

armadilha servem como local de retencéo dos insetos capturados.

Nessa armadilha foi grudado, com fita adesiva transparente, um fone de
ouvido (JBL Fone de Ouvido, JBL, Tune 110 Intra-Auricular), de forma que seu
alto falante ficou em contato com a lateral da armadilha, assim a armadilha
retransmitia o sinal sonoro liberado pelo fone. O fone foi ligado a um sistema
microcontrolado com um moédulo para o armazenamento das vibracdes em forma
de audio e com interface amplificadora formado por um circuito para regulagem
da tensdo de entrada. Este equipamento foi desenvolvido pela equipe da
Embrapa em colaboracdo coma uma equipe da Universidade Estadual de Mato
Grosso (UNEMAT) coordenada pelo Prof. Tadeu de Miranda Queiroz. Nesse
sistema foi gravado uma sequéncia de pulsos de 10 segundos do sinal FS1 (a
mesma que foi reproduzida continuamente durante os experimentos). Como
controle foi instalado concomitantemente outra gaiola similar a supracitada,
porém a armadilha permaneceu desligada e em outra mesa, assim evitando que
o sinal de uma gaiola passasse para outra. Foram feitos experimentos com
grupos de machos e grupos de fémeas de E. heros. Os insetos utilizados
estavam com 10 dias de fase adulta e sem acasalar, foram feitas 10 repeticdes

com cada tratamento.
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Para os experimentos foram liberados 30 individuos do mesmo sexo
distribuidos sobre as diferentes plantas da gaiola. O experimento teve 8 horas
de duracdo, e a cada hora foram registrados o nimero de insetos presentes em
plantas que estavam em contato com a armadilha, sobre a armadilha, e o nimero

de insetos capturados (no interior da armadilha) (Figura5.1).

Figura 5.1. Esquema experimental de reproduc¢éo de sinais fémeas de E. heros
em armadilhas de plastico em plantas de soja dentro de gaiolas de acrilico. 1-
Vibrometro laser. 2- Armadilha de garrafa Pet com excitador mecéanico
conectado. 3-Armadilha entre as plantas de soja.
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Os parametros analisados foram o numero de insetos presentes nas
plantas em contado com a armadilha e o nimero de insetos capturados em todos
os intervalos durante as 8 horas do experimento e a variagdo do numero de
insetos presentes nas plantas préximas a armadilhas ou capturados no seu

interior em funcdo do tempo.

Analises estatisticas.

Nos experimentos em arenas para comparar a primeira escolha entre os
lados da arena foi realizado um teste de regressdo logistica para estimar a
probabilidade de escolha para o brago tratamento. O teste de x.2 de Wald foi
utilizado para avaliar a hipotese de nao preferéncia (50% de probabilidade de
escolha para cada lado) entre os bracos tratamento e controle da arena. O tempo
de residéncia em cada lado da arena foi comparado utilizando o teste de

Wilcoxon.

Para comparar o numero de insetos presentes nas plantas proximas e o
namero de insetos capturados nas armadilhas tratamento e controle nos
intervalos durante as 8 horas de duracdo do experimento e o numero total de
insetos capturados em todo o periodo do experimento (8 horas) foram utilizados
modelos lineares generalizados (GLM) com distribuicdo de erros de Poisson.
Para comparar o niumero de insetos capturados ao longo do tempo foram
utilizados modelos lineares generalizados de efeitos mistos (GLMM) com
distribuicdo de erros de Poisson considerando os tratamentos como efeitos fixos

e as gaiolas como efeitos aleatorios de medidas repetidas.

Todas as andlises foram realizadas utilizando a plataforma R verséo 4.0.0
(R Development Core Time, 2020) para as analises GLMM foi utilizado o pacote

Ime4
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RESULTADOS

Arenas de duas escolhas (Y).

As fémeas de E. heros escolheram preferencialmente os bragos da arena
vibrados tanto com o sinal de chamamento das fémeas FS1(x* =5,gl =1, P =
0,025) quanto com o sinal de chamamento do macho, MS1 (x*=7.2,gl=1,P =
0,007) (Figura 5.2). Nos bioensaios em que ambos os bracos da arena nao foram
vibrados os insetos (machos e fémeas) ndo mostraram preferéncia por nenhum
dos lados da arena indicando assim que a arena experimental ndo condiciona o
comportamento dos insetos (macho: x> = 0.047619, gl = 1, P = 0.827, fémea:y?
=0,9gl =1, P=1) (Figura 5.1 A e 5.2 A). Da mesma maneira 0 tempo de
residéncia das fémeas em cada um dos bracos da arena ndo mostrou diferencas
significativas quando os bioensaios foram realizados sem reproducéo de sinais
vibratorios (Figura 5.2 B e 5.2 B). Por sua vez o tempo de residéncia foi superior
nos bracos da arena vibrados com sinais dos coespecifcos em relacdo aos
bracos controle bioensaios (FS1 W= 2,515, gl =19, P =0,021 e MS1 W =-2,206,
gl =1, P=0,039) (Figura 5.2 B).

Os machos de E. heros também escolheram primeiramente os bragos da
arena vibrados com o sinal da fémea, FS1 (x*=4,482, gl =1, P =0,034) ou com
o sinal do macho, MS1 (x2=5, gl =1, P =0,025) (Figura 5.3 A). Estes tratamentos

nao mostraram efeitos significativos nos tempos de residéncia (Figura 5.3 B).
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Figura 5.2. Efeito de sinais vibratorios de coespecificos na atracdo de fémeas de
E. heros em experimentos em arenas de dupla escolha. A) Escolha inicial B)
Tempo de residéncia. C: Controle, bracos da arena sem vibragfes, FS1: braco
da arena com sinal vibratério da fémea de E. heros, MS1: braco da arena com
sinal vibratério do macho de E. heros, SSD: braco direito do olfatdmetro sem
sinal, SSE: braco esquerdo do olfatdbmetro sem sinal. Barras em A, indicam a
proporcao média de resposta calculada a partir da regresséo logistica e as linhas
o IC de 95%, e em B, o tempo de residéncia médio + EP * indica diferencas
significativas (P < 0,05), teste x2 para escolha inicial e teste de Wilcoxon para
tempo de residéncia.



198

A
C —— ———i % FS1
M Direito
Esquerdo
Tratamento
Controle C « MS1
oo R -~
1 0.5 0 0.5 1
B -
M Direita Esquerda Controle Tratamento
350
2
< 300
2 250 I { {
3
‘% 200
o
o 150 {
©
o 100
£
S 50
|_
0
SS FS1 MS1

Figura 5.3. Efeito de sinais vibratérios de coespecificos na atracdo de machos
de E. heros em experimentos em arenas de dupla escolha. A) Escolha inicial B)
Tempo de residéncia. C: Controle, bracos da arena sem vibragfes, FS1: braco
da arena com sinal vibratorio da fémea de E. heros, MS1: braco da arena com
sinal vibratério do macho de E. heros, SSD: braco direito do olfatdmetro sem
sinal, SSE: braco esquerdo do olfatdbmetro sem sinal. Barras em A, indicam a
proporcao média de resposta calculada a partir da regressao logistica e as linhas
o IC de 95%, e em B, o tempo de residéncia médio + EP * indica diferencas
significativas (P < 0,05), teste x* para escolha inicial e teste de Wilcoxon para
tempo de residéncia.

Experimentos em Gaiolas

Considerando todo o periodo do experimento (8 horas) foi observado um
maior niumero de machos (z= 2,66, g I= 10, P<0,05) e de fémeas (z= 1,81, gl=
10, P=0,05) capturadas nas armadilhas com tratamento (armadilhas vibradas
com FS1 de E. heros) (Figura 5.4 A). Considerando o niumero de insetos em
plantas proximas nao foram observadas diferencas entre as armadilhas

tratamento e controle para as fémeas (z = 1,38, gl =10, P = 0,16) (Figura 5.4 A).
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Entretanto foi observado um maior nimero de macho nas plantas em contato
com as armadilhas nas gaiolas com armadilhas vibradas com FS1 em relac&o
as gaiolas com armadilhas controle (z=2,93, gl=10, P < 0,05) (Figura 5.4. A).

O numero médio de insetos capturados nas armadilhas das gaiolas
tratamento e controle em cada intervalo de tempo mostrou diferencas
significativas somente para os machos (armadilha: z =2,17 gl = 92 P = 0,03,
planta: z = -0,8, gl = 92, P = 0,42). Neste caso as capturas mostraram um
incremento constante ao longo do tempo (Figura 5.4 B). Nao houve diferenca
estatistica entre o controle e tratamento no nimero de fémeas tanto nas plantas
préximas a armadilhas quanto nas capturadas (planta: z= 0,89, gl =92, P = 0,36,
armadilha: z = 0,11, gl =92, P = 0,9) (Figura 5.4 C).
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Figura 5.4. Influéncia da incorporacdo de sinais vibratorios de fémeas de
coespecificos na captura de fémeas e machos de E. heros em experimentos em
gaiolas com plantas de soja. A) Numero de insetos (media + EP) em plantas em
contato ou em armadilhas plasticas. B) Numero de fémeas de E. heros em
plantas em contato ou em armadilhas plasticas ao longo do tempo, C) Numero
de machos de E. heros em plantas em contato ou em armadilhas plasticas ao
longo do tempo. As armadilhas foram distribuidas em gaiolas de acrilico com 8
plantas de soja 4 em contato com as armadilhas e 4 sem contato 8 horas. PPA=
Plantas préximas a armadilha, A= Armadilha, Armadilha Tratamento: armadilhas
vibradas com sinal da fémea de E. heros (FS1), Armadilha Controle: armadilha
sem vibracdes. As barras os pontos nos graficos indicam os valores médios do
namero de insetos e as linhas representam o erro padrao. * representa diferenca
estatistica entre os tratamentos (GLM P < 0,05).
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DISCUSSAO

Os resultados deste capitulo mostram a atracado de E. heros aos sinais
vibracionais de seus coespecificos. Tanto machos quanto fémeas em arenas de
duas escolhas, foram atraidos para areas da arena onde foram emitidos os sinais
de fémeas ou de machos de E. heros. Em particular a atracédo obtida para as
fémeas é um resultado inédito e que aporta novos conhecimentos em relacdo a
funcdo dos cantos de chamamento de percevejos e sua utlizacdo para

orientacdo espacial.

Os machos de percevejos utilizam o sinal de chamamento das fémeas,
gue consiste numa sequéncia de pulsos regularmente repetidos durante um
longo periodo de tempo, para obter informacdo espacial e direcionar os seus
movimentos na planta para o encontro das fémeas e inicio do comportamento
de acasalamento. (Cokl et al., 1999). O mecanismo mais provavel pelo qual os
insetos recebem a informacéo direcional € a diferenca de tempo na qual os
sinais, transmitidos pelas plantas, atingem os diferentes receptores sensoriais

das patas em lados opostos do corpo (Polajnar et al., 2012).

Este mecanismo originalmente descrito em N. viridula (Cokl et al., 1999)
posteriormente foi observado em varias espécies de percevejos Neotropicais,
incluindo E. heros (Blassioli et al., 2005, 2014, Silva et al., 2012, Laumann et al.,
2016). Assim a atratividade do canto FS1 para os machos observada nos
bioensaios em arenas corrobora estas informacdes prévias. Por outra parte a
atracdo de fémeas e o mesmo efeito observado para o canto MS1 em insetos de
ambos 0s sexos resulta em uma informacéo que pode ter grande relevancia na
interpretacdo de alguns aspectos biolégicos e ecolégicos dos percevejos.
Segundo o observado nos experimentos estes sinais além da sua funcdo de
chamamento e orientacdo também poderiam ser utilizados para o recrutamento
de coespecificos, tendo assim uma funcdo de agregacdo. Em geral os

percevejos, embora sejam insetos solitarios, geralmente apresentam padrdes
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agregados de distribuicdo tanto em uma determinada area como em plantas
individuais (Roggia 2009, Carvalho, 2014). Estas agregacdes poderiam ser
resultado das respostas aos sinais de chamamento observadas nos bioensaios.
Entretanto para confirmar estd hipoteses é necessario realizar experimentos

onde se avalie a resposta de grupos de insetos.

A maior permanéncia das fémeas nos lados da arena com o sinal FS1
condiz com o relatado no primeiro capitulo desta tese quando se avaliaram
grupos de fémeas na mesma planta. Nos experimentos em que trés fémeas
estavam presentes na planta e sé havia um macho, as fémeas ficavam todas
juntas emitindo sinais vibracionais, esta emissao de sinais conjunta tem sido
interpretada como um mecanismo cooperativo de potenciacdo dos sinais similar
aos coros amplamente relatados para alguns vertebrados (Virant-Doberlet et al.,
2014). Entretanto a presenca dos machos pode interferir neste processo
tornando as interacbes competitivas entre as fémeas segundo o relatado no
trabalho do capitulo 1 (Cokl et al., 2017).

Nos bioensaios realizados com os machos foi observado que os mesmos
foram em direcdo aos sinais de machos e fémeas de seu coespecifico,
entretanto, diferente das fémeas, 0s sinais ndo retiveram os insetos nas areas
vibradas uma vez que o tempo de residéncia néo foi diferente entre as areas da
arena experimental vibradas e ndo vibradas o que sugere que os machos ao nao
encontrar fisicamente a fémea ou outros estimulos que relacionem a sua

presenca continuam com o comportamento de busca pelos parceiros.

Até o momento, somente um outro estudo realizado com o percevejo
marmorado marrom, Hyalomorpha halys, abordou o estudo de sinais de
chamamento como uma forma de atrair os coespecificos e uma ferramenta para
0 monitoramento de percevejos. Mazzoni e colaboradores (2017) desenvolveram
experimentos com o0 sinal FS2 das fémeas deste inseto e avaliaram a
atratividade destes sinais para machos da espécie em experimentos em plantas
e arenas artificias de acrilico. Os resultados obtidos indicam um comportamento
semelhante ao observado para os machos de E. heros quando a presenca do
sinal das fémeas estimula os insetos a procurar, tornando-os muito ativos. Os

machos mostraram movimentos altamente direcionados as fontes de vibracao
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(Mazzoni et al. 2017). Entretanto, somente 50% dos insetos avaliados
responderam ao tratamento, um numero bem inferior se comparado com o

observado para machos de E. heros.

Os bioensaios realizados com gaiolas mostraram resultados similares
indicando atracdo dos insetos para as armadilhas vibradas em relacdo as
armadilhas controle, nestes experimentos os machos foram mais atraidos para
as armadilhas ou suas proximidades do que as fémeas. Da mesma maneira que
0 observado para os feroménios, mais individuos foram atraidos dos que
capturados nas armadilhas (Cullen e Zalom, 2005, Aldrich et al., 2009, Borges et
al., 2011, Laumann et al., 2011). Este comportamento caracteristico dos
percevejos em relagdo a estimulos unimodais reforca a necessidade de
considerar para 0 seu manejo as combinacdes de sinais. Como fora
demonstrado no capitulo 3 desta tese estas interacdes sdo decisivas para a

comunicacao e o comportamento reprodutivo dos percevejos.

Os resultados deste trabalho tém claras implicagdes praticas uma vez que
demonstra o potencial de atracdo dos sinais vibratérios incorporados nas
armadilhas para percevejos. Embora os FS1 quando incorporado as armadilhas
parece ser mais eficiente para atrair os machos esta caracteristica nao seria um
fator totalmente negativo. A associacao de sinais vibratorios com feromonio, em
armadilhas pode ser uma boa estratégia uma vez cada sinal pode atuar como
uma isca para um grupo de individuos diferente. Potenciando o efeito dos sinais.
Para confirmar essa hipdtese experimentos com a combinacdo desse sinal e a

armadilha com feroménio precisam ser realizados.

Uma outra perspectiva interessante relacionada com a interacdo dos
sinais é o fato relatado no capitulo 3 desta tese de que o sinal FS1 estimula os
machos a produzir ferombénios. Assim machos capturados em armadilhas
vibradas com este sinal podem espontaneamente liberar o feroménio sexual
atraindo as fémeas. Esta estratégia pode ser muito relevante para viabilizar o
uso de armadilhas em campo ja que elimina a necessidade de uma das iscas
gue seria produzida naturalmente pelos insetos (Laumann et al., 2017). Além da
atracdo dos percevejos, também foi comprovado que o sinal FS1 é atrativo para

0 parasitoide de ovos T. podisi (Ashmed) (Hymenoptera: Scelionidae) pelo que
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as armadilhas reproduzindo este sinal ainda podem ter um efeito benéfico para
0 manejo comportamental deste agente de controle biologico (Laumann et al.,
2007, 2011).

Uma outra aplicacdo pode surgir a partir de um exemplo de uso de
armadilhas sonoras em sistema atrai-mata. Um sistema de armadilhas sonora
associado a um dispositivo para aplicacéo de inseticidas foi desenvolvido para o
controle da cigarra Quesada gigas (Olivier, 1790). A armadilha consiste num
alto-falante que reproduz o sinal do macho da cigarra, as fémeas e machos ao
voarem em direcdo ao alto-falante recebem um spray com o veneno. Desta
forma o sistema é altamente especifico em relacdo ao organismo alvo e reduz a
distribuicdo de inseticidas no campo (Maccagnan et al., 2008). O fato relatado
da concentracdo dos percevejos entorno a fonte de vibracdo observado nos
experimentos em gaiolas € uma caracteristica que pode ser considerada no

desenvolvimento de um sistema atrai-mata similar ao descrito.

Os resultados aqui apresentados trazem interessantes perspectivas da
aplicacdo do conhecimento da comunicacgao vibracional de percevejos para o
monitoramento destas pragas. Nos Ultimos anos 0 manejo integrado destas
pragas tem ressurgido como a estratégia mais adequada para controlar
eficientemente estes insetos e reduzir os impactos ambientais de técnicas como
0 uso indiscriminado de inseticidas (Bueno et al., 2011, Panizzi, 2013). O MIP
tem como base fundamental o conhecimento das densidades populacionais dos
insetos praga. Desta forma o desenvolvimento de técnicas inovadoras e precisas
para o0 monitoramento de percevejos pode contribuir para expandir e disseminar

o MIP nas diversas regides produtoras do pais.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os trabalhos de pesquisa desenvolvidos e apresentados nesta tese séo
uma contribuicdo para o avango dos conhecimentos da comunicacao vibracional
de percevejos. A obtencdo de varias informacdes inéditas junto a avaliacao da
aplicacao de alguns dos aspectos da comunicacao vibracional para o manejo de
percevejos praga abre novas perspectivas para que, no futuro, possam ser
desenvolvidos métodos alternativos de controle para estas importantes pragas

das culturas de gréos no pais.
Como resumo geral dos principais resultados podem se destacar:

Capitulo | - Fémeas de percevejos em interacdes competitivas com outras
fémeas desenvolvem comportamento de rivalidade que incluem sinais
especificos. Os sinais de rivalidade, sdo descritos pela primeira vez para
percevejos na literatura. Também foi comprovado que os sinais relacionados a
rivalidade, tanto de fémeas quanto de machos possuem efeito disruptivo no

comportamento sexual, e inibicdo de cOpula de seus coespecificos.

Capitulo Il — Sinais de percevejos heteroespecificos podem desencadear
comportamentos diferentes e especificos aos mesmos. Em algumas espécies
nao possuem efeitos inibitérios no comportamento sexual, como em E. heros,
em C. impicticornis sinais heteroespecificos suprimem o comportamento sexual
e a copula. Os efeitos de sinais heteroespecificos no comportamento reprodutivo
de percevejos sdo relatados pela primeira vez. Percevejos predadores da
espécie P. nigrispinus podem reconhecer e sdo atraidos por sinais vibratorios de

presas potencias como o percevejo fitdfago E. heros.

Capitulo 11l — Sinais de diferentes modalidades podem modular o comportamento
vibracional de percevejos. Rastros de percevejo sdo reconhecidos pelos seus
coespecificos e interferem na comunicacao vibracional (estimulando fémeas e
machos a emitiram sinais vibratorios) e comportamento sexual (presenca de

rastro de fémeas induz o casal a copula) do percevejo marrom E. heros. A
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emissao de sinais vibratérios de fémeas (FS1) de E. heros estimula os machos
da sua espécie a emitirem o feroménio sexual. A presenca feroménio sexual
pode estimular (fémeas) ou inibir (machos), dependendo o sexo do individuo, a

emissao de sinais vibracionais do percevejo.

Capitulo IV —. Ruidos ambientais originados por vibragdes simulando chuva ou
a exposicao direta dos insetos a correntes de ar possuem um efeito disruptivo
no comportamento sexual do percevejo marrom da soja, E. heros, inibindo o
comportamento de cépula do mesmo. Estes efeitos sdo demonstrados pela

primeira vez para percevejos Pentatomidae

Capitulo V- Os sinais de chamamento de fémeas e machos coespecificos sao
atrativos tanto para machos quanto para as fémeas de E. heros. O efeito atrativo
de sinais de chamamento de machos é demonstrado pela primeira vez entre os
pentatomideos. Sinais vibratérios quando reproduzidos em armadilhas
apresentam atracdo dos percevejos para estas, e para plantas proximas, em

contato com as armadilhas.

A aplicacdo destes conhecimentos para o manejo de pragas é discutida e
depende de desenvolvimentos tecnologicos que permitam incorporar os sinais
vibratorios em dispositivos para sua dispersao no campo, como, por exemplo, no
caso das armadilhas, ou ainda metodologias e equipamentos para identificar
estes sinais, originando assim uma alternativa para o monitoramento de

populacoes.

Varias das metodologias experimentais aqui apresentadas também sé&o
inéditas e podem contribuir para difundir os estudos de biotremologia, uma
disciplina incipiente no Brasil, mas de grande relevancia cientifica e com

potencial de aplicacdo para o manejo de pragas.
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Exemplo dos programas de estimulagéo utilizados nos bioensaios de reprodugéo
de sinais de rivalidade.

Sonograma (acima) e oscilograma (abaixo) de sinal de rivalidade:

A) Fémea E. heros: O programa de estimulagdo possui 26,5 s, com 25 pulsos
com média de 0.452 s de duracgéo, com intervalo médio de 0.289 s entre eles e
frequéncia dominante 116 Hz e intensidade em -56 dB.

B) Fémea C. impicticornis: O programa de estimulacdo possui 30 s e é
composto por 10 pulsos com média de duracédo de 0.714 s com intervalo médio
de 2.095s entre eles e frequéncia dominante de 102Hz e intensidade em -58dB.

C) Fémea C. ubica: O programa de estimulagéo apresenta 1minl9 s. Possui 3
sequéncias de trem de pulso, sendo a primeira composta de 14 pulsos com
meédia de 1.562 s de duracdo, com intervalo médio de 0.205s entre eles e
frequéncia dominante de 113 Hz e intensidade em -58 dB. O intervalo entre o
primeiro e segundo trem de pulso foi de 21.324 s. A segunda sequéncia de trem
de pulso é composta por 3 pulsos com média de 0.911 s de duragdo, com
intervalor médio de 0.181 s entre eles. O intervalo entre 0 segunda e o terceiro
trem de pulso foi de 23.812 s. A terceira sequéncia € composta por 9 pulsos, com
duracdo média de 1.482 s, com intervalo médio de 0.135 s entre eles.

D) Macho de E. heros: O programa de estimulacédo apresenta 47,5 s com 38
pulsos com média de 0.995 s de duracdo, com intervalo médio de 0.232 s entre
eles, frequéncia dominante 153 Hz e intensidade em -55 dB.
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Tabela 1. Resultados das analises estatisticas dos experimentos desenvolvidos

no Capitulo 1

Valor de

Capitulo | teste GL Valor de P
Rivalidade de Fémea E. Laténcia A
heros Fémea t=3.66 20 P<0.05
Macho t=-1.03 19 0.31
Tempo de Fémea _
Resposta t=0.009 20 0.99
Macho t=-2.7 19 P<0.05
Duragéo do Fémea _
Lo z=0.1 579 0.7
Macho z=3.81 696 0.05
Intervalo entre Fémea _
Pulsos 7=7.73 579 P<0.05
Macho 2=0.55 696 0.47
Numero de Fémea _
ouls0S t=1.48 20 0.15
Macho t=-1.9 19 0.06
Frequéncia Fémea _
Dominante 7=56 579 P<0.05
Macho 7=9.98 696 P<0.05
Rivalidade de macho E. Laténcia A
heros CasalFémea | _ 5969 27 0.01
CasalMacho  {=0,02187 25 0.98
Fémea t=-3.08 19 P<0.05
Macho t=0.87 19 0.39
Tempo de Casal Fémea -
Resposta t=0.57277 27 0.5
Casal Macho =1 1650, 25 0.25
Fémea 2=0.92 19 0.36
Macho z=-3.03 19 P<0.05
Durac&o do Casal Fémea —
bUlso 2=2.17 893 0.14
Casal Macho z=12 807 P<0.05
Fémea 2=7.63 527 P<0.05
Macho 2=0.02 607 0.88
Intervalo entre Casal Fémea _
PUlSoS z=1.04 893 0.3
Casal Macho 2=2.89 807 0.08
Fémea 2=2.69 527 0.1
Macho 2=0.023 607 0.88
N“mlero de Casal Femea (=2 1276 27 0.04
puisos ' '
Casal Macho t=0.7058 25 0.48
Fémea t=0.02 19 0.98
Macho t=-3.77 19 P<0.05
Frequéncia Casal Fémea —
Dominante z=133 893 P<0.05
Casal Macho z=102 807 P<0.05
Fémea 2=24.75 527 P<0.05
Macho 7=4.35 607 P<0.05
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Exemplo dos programas de estimulacéo utilizados nos experimentos.

Sonograma acima e oscilograma abaixo do sinal de:

A) FS1 de E. heros: O programa de estimulagdo apresenta 3 min 25 s e €
composto por 58 pulsos com média de 0,946 s de duragdo com intervalo médio
de 1.346 s entre eles, frequéncia dominante de 116 Hz e intensidade em -65 dB.

B) FS-la de C.impicticornis: O programa de estimulagcdo apresenta 2
sequéncias de trem de pulso, sendo a primeira iniciada com 2min 50 s e
composta de 17 pulsos com média de 3.762 s de duracdo, com intervalo médio
de 7.303 s entre eles, frequéncia dominante 94 Hz e intensidade em -38 dB. O
intervalo entre o primeiro e segundo trem de pulso foi de 2min 39.45 s. A segunda
sequéncia de trem de pulso é composta por 17 pulsos com média de 3.59 s de
duracéo, com intervalor médio de 7.47 s.

C) FS-1a de C. ubica: O programa de estimulagcéo apresenta 8 min 54 s com 2
sequéncias de trem de pulso, sendo a primeira iniciada com 1min e composta de
26 pulsos com média de 1.621 s de duragéo, com intervalo médio de 5.717 s
entre eles, frequéncia dominante 105 Hz e intensidade em -49 dB. O intervalo
entre o primeiro e segundo trem de pulso foi de 2 min 07 s. A segunda sequéncia
de trem de pulso € composta por 26 pulsos com média de 1.544 s de duracéo,
com intervalor médio de 5.376 s entre eles.

D) MS1 de P nigrispinus: O programa de estimulacdo apresenta 51 s e possui
12 pulsos com média de 2.577 s de duracdo, com intervalo médio de 0.813 s
entre eles, frequéncia dominante de 137 Hz e intensidade em -67 dB.
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Tabela 2. Resultados das analises estatisticas dos experimentos do Capitulo 2.

Valor de

Capitulo 11 teste GL Valor de P
E. heros Fémea Ci Laténcia t=1128 104 0.262
Cu t=-0.060 104 0.952
Pn t=0.123 104 0.902
Ci Tempo de Resposta  ,_q 575 104 0.786
Cu t=1048 104 0.297
Pn t=1756 104 0.082
Ci Numero de Pulsos t=2527 104 0.0115
Cu t=-11158 104 <0.05
Pn t=7737 104 <0,05
Macho Ci Laténcia t=0.141 111  0.888
Cu t=0.177 111 0.860
Pn t=-0.070 111 0.944
Ci Tempo de Resposta  ,_; 57 111 0.2869
Cu t=0.822 111 04128
Pn t=1911 111 0.0586
Ci Numero de Pulsos t=1013 111 0.311
Cu t=-0.780 111 0.436
Pn t=-5143 111 <005
Chinavia Impicticornis Fémea Cu Laténcia t=-0.495 46 0.623
Eh t=-0.426 46 0.672
Cu  TempodeResposta _ 3578679 46  0.0000000
Eh t=-2468065 46  0.0000023
Cu Ndmero de Pulsos t=0.522 37 0.60479
Eh t=-0.618 37 0.54026
Macho Cu Laténcia t=-0.972 33 0.3381
Eh t=-2255 33 0.0309
Cu  TempodeResposta - »g54927 24 0.0000082
Eh t=-3126177 24  0.0000016
Cu Numero de Pulsos t=3642 24 0.000271
Eh t=2583 24 0.009791
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APENDICE I

Cromatograma caracteristicos de rastros de fémeas (cima) e machos (abaixo) de E.
heros depositados em superficies de vidro e extraidos com n-hexano. Os numeros

correspondem aos compostos descritos abaixo do cromatograma
CROMATOGRAMA DA AMOSTRA DE RASTROS DE 100 FEMEA E. heros

29
9.5x1089

8.5 x 108 a4
7.5x 108 0
6.5 x 108

5.5 x10°
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N
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4 4
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1) Hexadecanol, 2) Acido Hexadecanéico, 3) Eicosano, 4) Octadecanal, 5) Octadecanol, 6) Heneicosano, 7) Acido (Z) -9-
octadendico, 8) Docasano, 9) Eicosanal, 10) Tricoseno, 11) Acido benzéico, éster tridecilico, 12) Composto aromatico
desconhecido, 13) Tetracosano, 14) Acido benzéico, éster tetradecilico, 15) Pentacosadieno, 16) Z9-Pentacoseno, 17) Z7-
Pentacosano, 18) Pentacosano 19) Acido benzéico, éster pentadecilico, 20) Hexacosano, 21) Heptacoseno,
22)Heptacoseno, 23) Heptacosano, 24) 13-metil heptacosano, 25) 2-metil heptacosano, 26) Octacosano, 27) desconhecido,
28) Esqualeno, 29) Nonacosadieno, 30) Nonacosano, 31) Triacontadieno, 32) Triacontano, 33) Hentriacontatriene,
34)Hentiacontatriene, 35) Hentriacontadieno, 36) Hentriacontano, 37) Colesterol, 38) Dotriacontano, 39) Tritriaconteno,
40)Tritriacontano, 43) Tetratriacontano, 44) Pentatriaconteno, co eluido com dimetil tetratriacontano 45) dimetil
tetratricontano 46) Pentatriacontano, 46 a 47 metil pentratriacontano, 48 - 56 hidrocarbonetos de cadeia longa metil

ramificada C = contaminante
CROMATOGRAMA DA AMOSTRA DE RASTRO 100 MACHO E. heros
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6)Heneicosano, 7) (Z) -9-acido octadendico, 8) Docasona, 8 a) acetato de octadecil , 9) Eicosanal, 10a) Tricoseno, 10b)
tricoseno 10) Tricosano, 11) Acido benzéico, éster tridecilico, 12) Composto aromético desconhecido, 13) Tetracosano,
14) Acido benzoéico, éster tetradecilico, 18) Pentacosano 19) Acido benzoico, éster pentadecilico, 20) Hexacosano,
23)Heptacosano, 24) 13-metil heptacosano, 25) 2-metil heptacosano, 26) Octacosano, 27) desconhecido, 28) Esqualeno,
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41)Tritriaconteno 42) Hidrocarboneto de metila, 43) Tetratriacontano, 44) Pentatriaconteno, co eluido com dimetil
tetratriacontano, 45)Pentatriacontano, 46 a 47 metil pentratriacontano, 48 - 56 hidrocarbonetos de cadeia longa metil
ramificada C = contaminante
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Curvas de calibracdo construidas para quantificacao do feromonio sexual etraido
com fibras de SPEM em experimentos de inducdo de emissado do feroménio
sexual de E. heros com sinais vibratorios. Acima: curva de calibracdo da solugéo
padrao do 2, 6, 10- trimetiltricanoato. Solucédo injetada no CG-FID nas
concentragbes de 0,025, 0,035, 0,05, 0,25 e 0,35 mg/ml. Abaixo solugéo
absorvida em uma fibra de SPEM nas mesmas concentragdes dos compostos
injetados no FID. Equacgao da curva de calibracédo utilizada na quantificagéo dos
compostos.
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Tabela 3. Resultados das analises estatisticas dos experimentos do Capitulo 3.

Valor de

Capitulo 111 teste GL Valor de P
Laténcia Fémea  1-917600 12 0.8632
Macho  1-39928 12 0.6967
Tempo de Resposta Fémea F=1.417 516 0.243
Macho F=1.196 343 0.304
Duracéo do Pulso Fémea F=0.431 516 0.65
Controle X Rastro Macho F=1.925 343 0.147
Fémea X Rastro Int | t Fa ) )
Macho Pn (larva o entre émea F=04 38 0.3
Hsos Macho F=0,3 38 0.2
Numero de pulsos Fémea F=0 2 28 0.8
Macho F=183 28 0.2
Frequéncia Fémea F=0.274 516 0.76
Dominante ' '
Macho F=14.65 343 <0,05
Planta sem Rastro Primeira Escolha Fémea ¥2=0 1 1
Tempo de Fémea
Residéncia
T=0,56 19 0.57
Primeira Escolha Fémea x2=0 1 1
Planta Rastro de Tem_pg d‘? Fémea
Macho E. heros Residéncia T=019 19 0.84
Primeira Escolha Macho x?=0,2 1 0.4
Tempo de Macho
Planta sem Rastro Residéncia
T=0,5 19 0.6
Tempo de Resposta Macho T=-042 17 0.67
Hexano X Feromonio  L-aténcia FCiasaI
para casal E. heros STS 1040076 29 0.6915
Casal
Macho T=2.2499 29 0.03222
Fémea =-2.3193 20 0.03108
Macho T=-
0.086106 21 0.9322
Tempo de Resposta Casal
Fémea T=0.59578 29 0.5559
Casal
Macho T=-1.1476 29 0.2605
Fémea 159702 20 <0,05
Macho  1-g5g8465 21 0.565
Duracéo do Pulso Casal 0.731
Fémea F=0.118 1990 )
Casal
Macho F=7.201 1296 <0,05
Femea F=2558 751 <0,05
Macho F=0.299 806 0.584
Intervalo entre Casal
Pulsos Fémea F=4.417 1990 <0,05
Casal
Macho F=3.129 1296 0.0771
Feémea F=12.93 751 <0,05
Macho F=4.388 806 <0,05
NuUmero de pulsos Casal T=-
Fémea 0.052081 29 0.9588
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Continuagéo Tabela3

Frequéncia
Dominante

NUmero de Buzz

Sexo que iniciou a
emitir sinais
vibracionais

Casal
Macho
Fémea

Macho
Casal
Fémea
Casal

Macho
Fémea

Macho

Casal
Fémea
Casal
Macho
Fémea

Macho
Fémea
Macho

T=-0.55956
T=1.3351
T=-2.1138

F=20.66

F=158.7
F=133.4
F=45.35

T=-0,5

T=-2,5
T=-3.1519
T=-1.5026

Z=0,33

Z=2,33

29
20
21

1990

1296
751
806

10

58
58

0.5801
0.1968
0.04667

<0.05

<0.05
<0,05
<0.05

0.62

0.03
0.0103
0.1836

0.01

0.01
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APENDECE IV

Exemplo dos programas de estimulagao utilizados nos experimentos

Sonograma (acima) e oscilograma (abaixo) de uma sequencia de pulsos do
programa de estimulagéo simulando de:

A) simulando vento de intensidade média (1,32 m/s); Vibra¢des geradas por uma
corrente de ar

B)Gotas caindo em folhas de feijao. O programa de estimulacéo apresenta 9 min
40 s. Distancia entre picos grandes € de 2.511 s. O programa de estimulacao
apresenta7 min 20 s composto por vibragcbes continuas com frequéncia
dominante de 51 Hz e intensidade em -67 dB.
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Tabela 4Resultados das analises estatisticas dos experimentos.

Capitulo Valor de GL Valor de
v teste P
Controle X Vento Fémeas Laténcia -0.649 71 0.51
Tempo de Resposta 2,147 71 <0,05
Numero de Pulsos -9,203 71 <0,05
Duracéo do Pulso 0.755 71 0.45
Tempo de Repeticdo 1,955 71 0.05
Frequéncia Dominante 3,252 71 <0,05
Machos Laténcia -2,065 74 <0,05
Tempo de Residéncia 2,696 74 <0,05
NUmero de Pulsos 7,392 74 <0,05
Duracéo do Pulso -1,953 74 0.05
Tempo de Repeticao 1,560 74 0.11
Frequéncia Dominante 1,927 74 0.05
Controle X Tunel de Fémeas Laténcia -0.023 71 0.98
Vento
Tempo de Resposta 0.159 71 0.87
Nimero de Pulsos -1,513 71 0.13
Duragéo do Pulso -0.905 71 0.36
Tempo de Repeticdo -1,904 71 0.05
Frequéncia Dominante -0.001 71 0.99
Machos Laténcia -4,111 74 <0,05
Tempo de Residéncia 2,053 74 <0,05
Namero de Pulsos -2,844 74 <0,05
Duragéo do Pulso -1,847 74 0.06
Tempo de Repeticdo -2,176 74 <0,05
Frequéncia Dominante 0.921 74 0.35
Controle X Chuva Fémeas Laténcia -1,026 71 0.30
Tempo de Resposta 2,420 71 <0,05
Ndmero de Pulsos -10,099 71 <0,05
Duragéo do Pulso -0.478 71 0.63
Tempo de Repeticdo 0.053 71 0.95
Frequéncia Dominante 1,636 71 0.10
Machos Laténcia -3,216 74 <0,05
Tempo de Residéncia 2,978 74 <0,05
Ndmero de Pulsos -10,525 74 <0,05
Duracgéo do Pulso -2,671 74 <0,05
Tempo de Repeticao 1,030 74 0.30

Frequéncia Dominante -0.263 74 0.79
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“E tudo quanto fizerdes, fazei-o de todo o coracao, como ao Senhor,
e nao aos homens...”

Colossenses 3:23



