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Resumo

Gyropsylla spegazziniana (Hemiptera: Psyllidae) € um psilideo considerado uma das
principais pragas da cultura da erva-mate (llex paraguariensis), causando grandes
prejuizos econdmicos. A maioria dos insetos utiliza sinais quimicos, visuais ou
acusticos na comunicacdo interespecifica. Os feroménios sexuais sdo 0s principais
sinais envolvidos no acasalamento. Neste sentido, este trabalho teve como objetivo
descrever o comportamento de acasalamento de G. spegazziniana, verificar a
atratividade entre machos e fémeas em bioensaios com olfatdmetro em Y e identificar o
feromonio sexual da espécie. Para a descricdo do acasalamento, casais virgens foram
colocados em gaiolas contendo uma muda de erva-mate. Foi observado o
comportamento dos casais durante a fotofase e escotofase. Para 0s ensaios de
atratividade em olfatometro em Y, foram utilizados insetos vivos (machos e fémeas
virgens) e um ramo de erva-mate como fonte de odor. Para analisar a presenca do
feromonio sexual foram feitos extratos do corpo de machos e fémeas virgens, que foram
analisados em cromatdgrafo gasoso acoplado a espectrémetro de massas (CG-MS). Foi
verificado que a cdpula ocorreu somente durante a fotofase, sendo que na escotofase o0s
casais permaneciam imoveis na parte abaxial da folhas. A sequéncia de acasalamento
demonstrou que a fémea caminha principalmente pela brotacdo e o0 macho vai ao seu
encontro, ficando frente a frente com a mesma; ap6s um breve toque de antenas entre o
casal, o macho vira o abdome e rapidamente ocorre a cépula. Nos bioensaios de
atratividade, machos e fémeas foram atraidos para fémeas vivas no olfatbmetro, porém
ndo foram atraidos para machos vivos, 0 que sugere a presenca de volateis liberados
pelas fémeas para atracdo sexual. Foi constatada a presenca de um composto fémea-
especifico, identificado como 2-nonadecanona, com o possivel papel de feromdnio
sexual. De acordo com os resultados, sugere-se que as fémeas de G. spegazziniana
liberam feromdnios sexuais para atrair machos para o acasalamento. Os compostos
liberados pelas fémeas podem interagir com o0s volateis emitidos pela erva-mate,

resultando na atratividade dos machos de G. spegazziniana.

Palavras - chave: Ampola-da-erva-mate, etograma, atracdo sexual, olfatbmetro em Y,

feromonio sexual



Abstract

Gyropsylla spegazziniana (Hemiptera: Psyllidae) is considered an important pest of the
yerba mate (llex paraguariensis), causing considerable economic losses. Most insects
use chemical, visual, or acoustic signals in interspecific communication. Sex
pheromones are the main signals involved in mating behavior. In this sense, this work
aimed to describe the mating behavior of G. spegazziniana, to verify the attractiveness
between males and females in Y olfactometer bioassays, and to identify the sex
pheromone of this species. To describe the mating behavior virgin couples were placed
in cages containing a yerba mate seedling. The insect behavior during the photophase
and scotophase was observed. For behavioral tests in Y-olfactometer, virgin males or
virgin females and a branch of yerba mate were used as odor source. To verify the
presence of a sexual pheromone, body extracts of virgin males or virgin females were
obtained and were analyzed by using gas chromatograph coupled to mass spectrometer
(GC-MS). Mating occurred only during the photophase, in the scotophase the couples
remained immobile in the abaxial surface of the leaves. The mating sequence showed
that the female walks on the new leaves and the male goes to meet her, standing face to
face with her. After a brief antennal touch between the couple, the male turns the
abdomen and attaches to the female. As a result of Y olfactometer bioassays, males and
females were attracted to females in the olfactometer but were not attracted to males,
suggesting a presence of volatiles released by females for sexual attraction. There was a
presence of a single female-specific compound, identified as 2-nonadecanone, that may
act as sex pheromone.The results suggest that G. spegazziniana females release sex
pheromone to attract males for mating. The compounds released by the females can
interact with the volatiles emitted by the yerba mate, resulting in the attractiveness of G.

spegazziniana males.

Keywords: yerba mate gall, etogram, sexual attraction, Y-olfactometer, pheromone
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Capitulo 1 - Revista Neotropical Entomology

‘Ecology, Behavior and Bionomics’

Comportamento de acasalamento de Gyropsylla spegazziniana (Lizer & Trelles)

(Hemiptera: Psyllidae)

Mating behavior of Gyropsylla spegazziniana (Lizer & Trelles) (Hemiptera:
Psyllidae)

AH Waleriust, MDA Coracinit

Programa de PoOs-Graduacdo em Conservacdo e Manejo de Recursos Naturais,
Universidade Estadual do Oeste do Parana

Adriana Helena Walerius, Rua Universitaria 2069, Jardim Universitario, 85819-110
Cascavel, PR, Brasil, email: adrianahelenawalerius@gmail.com, telefone: (45)
999339766

Resumo

O psilideo Gyropsylla spegazziniana (Lizer & Trelles) (Hemiptera: Psyllidae) causa
grandes prejuizos econémicos em cultivos de erva-mate (llex paraguariensis). Ha
estudos sobre a biologia e criacdo de G. spegazziniana em laboratdrio, mas nao ha sobre
0 comportamento sexual da especie. Neste sentido, este trabalho teve como objetivo
descrever o comportamento de acasalamento de G. spegazziniana em condic¢Oes de
laboratdrio. Para isto, apés se tornarem adultos, casais virgens foram colocados em
gaiolas contendo uma muda de erva-mate. Foi observado o comportamento de 60 casais
durante a fotofase e 40 casais na escotofase, pelo periodo de 10 dias. A copula foi
observada em 32 casais na fotofase e durante a escotofase ndo houve cépulas, quando os

casais permaneciam imoveis na parte abaxial da folhas. A sequéncia de acasalamento
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demonstrou que a fémea caminha principalmente pela brotacdo e 0 macho vai ao seu
encontro, ficando frente a frente com a mesma; ap6s um breve toque de antenas entre o
casal o macho vira o abdome e rapidamente ocorre a copula. O nimero de cdpulas
aumentou a partir da quarta hora do inicio da fotofase, com um pico de acasalamento na
nona hora da fotofase. O comportamento de acasalamento de G. spegazziniana €
importante para determinar a idade dos insetos e o periodo do dia em que mais ocorrem
copulas, informagGes essenciais para a realizacdo de futuros testes comportamentais, a

fim de determinar possiveis sinais quimicos envolvidos na comunicacdo deste psilideo.

Palavras-chave: Ampola da erva-mate, etograma, numero de cépulas, horario das

copulas.

Abstract:

The psyllid Gyropsylla spegazziniana (Lizer & Trelles) (Hemiptera: Psyllidae) causes
economic damages in yerba mate (llex paraguariensis) cultivations. There are studies
about biology and rearing of G. spegazziniana in the laboratory, but there is nothing
about the sexual behavior of this species. Therefore, this work aimed to describe the
mating behavior of G. spegazziniana in laboratory conditions. After becaming adults,
virgin couples were placed in cages containing a yerba mate seedling. The behavior of
60 couples during the photophase and 40 couples in the scotophase was observed during
10 days. The mating was observed in 32 couples only in the photophase, and during the
scotophase the insects remained still in the abaxial part of the leaves. The mating
sequence showed that the female walks mainly on the new shoots of the plant and the
male goes towards her, standing face to face with the female; after a brief antennal

touch between the couple, the male turns the abdomen and the mating occurs. The
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number of copulations increased from the fourth hour at the beginning of the
photophase, with a peak at the ninth hour of the photophase. The knowledge about G.
spegazziniana mating behavior is important to determine the age of the insects and the
period of the day in which more copulations occur, and these informations are essential
for future behavioral tests, in order to verify possible chemical signals involved in the

sexual communication of this psyllid.

Keywords: yerba mate gall, etogram, number of mating, time of the mating.
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Introducéo

Gyropsylla spegazziniana (Lizer & Trelles) (Hemiptera: Psyllidae), conhecida
como "ampola da erva-mate", é considerada uma das principais pragas de importancia
econdmica da erva-mate (llex paraguariensis) na América do Sul (Leite et al 2007,
Alves et al 2013). Este psilideo alimenta-se da seiva da planta e injeta toxinas na
nervura central da folha, ocasionando crescimento desproporcional de ambos os lados
da mesma, deformando as brotacGes e formando estruturas conhecidas como "ampolas™
ou "galhas" (Chiaradia & Milanez 1997, Leite & Zanol 2001). A fémea oviposita na
folha deformada e o desenvolvimento dos cinco estagios ninfais deste psilideo ocorrem
dentro da ampola (Gongalves et al 2008, Barzotto & Alves 2013).

Como resultado da infestagdo da ampola da erva-mate, as folhas deformadas
normalmente caem, ocorrendo atraso no desenvolvimento das mudas atacadas. Desta
forma, a planta requer maior quantidade de nutrientes para emitir novas brotacfes
(Chiaradia et al 2002, Leite 2002). Na Argentina, € permitida a utilizacdo de dimetoato,
metildemeton e endodulfan para o controle deste psilidio (Burtnik 2003). No Brasil ndo
ha registro de produtos fitossanitarios permitidos (Agrofit 2016). Apesar da importancia
econémica de G. spegazziniana para a cultura da erva-mate, devido a queda das folhas
atacadas, as informacdes sobre este psilideo restringem-se a morfologia e a biologia da
especie. Nao ha relatos sobre o comportamento de acasalamento, sendo esta informagéo
essencial para o desenvolvimento de estudos que visam determinar 0s sinais quimicos
envolvidos na comunicagdo desta espécie e na elaboracdo de técnicas alternativas de

controle, como coleta massal e confundimento através da utilizacdo de armadilhas
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contendo feroménios, que envolvam modificagdes no comportamento do inseto
(Fonseca et al 2013).

Algumas espécies de psilideos sdo consideradas pragas de importancia
econdmica, como € o caso de Diaphorina citri (Kuwayama, 1908), inseto vetor da
bactéria Candidatus liberbacter que causa "greeening"” em plantas de citros (Wenninger
& Hall 2007), de Cacopsylla pyricola (Foerster, 1848) (Krysan 1990), uma importante
praga nos pomares de pera, e de Bactericera cockerelli (Sulc, 1909), um psilideo que
causa danos na cultura da batata (Guédot et al 2012). Estes autores estudaram o
comportamento de acasalamento dos psilideos, que ocorre durante a fotofase com inicio
a partir do segundo dia apds a emergéncia dos adultos. Além disso, Guédot et al (2010,
2011) avaliaram os sinais quimicos envolvidos no acasalamento de B. cockerelli e C.
pyricola, respectivamente, e evidenciaram a atratividade dos machos para as fémeas
destas espécies. Soroker et al (2004) descreveram que Cacopsylla bidens também
utiliza sinais volateis na comunicacao entre macho e fémea e entre a fémea e sua planta
hospedeira.

Neste sentido, compreender o comportamento de acasalamento de G.
spegazziniana € o primeiro passo para futuros estudos, visando identificar possiveis
sinais quimicos, visuais ou sonoros na comunicagdo entre macho e fémea. Assim, o
objetivo do presente estudo foi descrever a sequéncia do comportamento de

acasalamento de G. spegazziniana em laboratdrio.

Material e Métodos

Coleta de insetos
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Ninfas de G. spegazziniana foram coletadas entre 0os meses de novembro de
2015 a marco de 2016, em galhos de plantas adultas de erva-mate contendo ampolas, no
municipio de Cascavel, Paran, Brasil, e transportados até o Laboratorio de
Biotecnologia Agricola, Unioeste, Campus Cascavel. As ampolas foram abertas e, com
0 auxilio de um pincel macio e umedecido com &gua, foram coletadas as ninfas de
quinto instar, que sdo maiores em relacdo as demais e apresentam coloragdo esverdeada
(Leite 2002). As ninfas foram individualizadas até a fase adulta. Os adultos virgens
foram sexados ap6s a emergéncia, de acordo com a aparéncia externa dos ultimos
segmentos abdominais, correspondendo a genitalia dos insetos, no qual evidencia-se a

presenca de ovipositor na fémea (Fig. 1) (Leite & Zanol 2001).

1 mm A 1 mm B 1 mm (o] 1 mm D

Fig 1 Individuos adultos de Gyropsylla spegazziniana. A - fémea em vista dorsal, B -
fémea em vista ventral, com seta indicando o ovipositor, C - macho em vista dorsal, D -

macho em vista ventral, com seta indicando o clasper. Fotos: Adriana H. Walerius.

Comportamento de acasalamento

O experimento foi conduzido no periodo de novembro de 2015 a marco de 2016.
Para descrever o comportamento de acasalamento de G. spegazziniana em um ciclo

completo de 24 horas, as observac6es foram divididas em 4 periodos: periodo 1 (06:00-
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12:00 horas), periodo 2 (12:00-18:00 horas), periodo 3 (18:00-00:00 horas) e periodo 4
(00:00-06:00 horas). Os casais foram observados, dentro de cada periodo, durante 10
dias consecutivos. Para cada periodo, logo ap6s emergidos os adultos, foi colocado um
casal virgem em uma muda de erva-mate, sendo utilizados 10 casais por repeticéo, e
para cada periodo foram realizadas 3 repeticGes em dias diferentes (n total=30). No
periodo 4 foi realizada apenas uma repeticdo, pois de acordo com outras espécies da
familia Psyllidae, ndo ocorrem cépulas durante o periodo noturno (Krysan, 1990;
Wenninger e Hall, 2007).

As mudas de erva-mate e 0s casais foram acondicionados individualmente em
gaiolas de cloreto de polivinila (PVC) incolor (13 cm de didametro x 40 cm de altura),
com a uma abertura lateral e a parte superior de cada gaiola coberta com tecido voil,
permitindo a passagem de ar e 0 monitoramento da sequéncia de acasalamento (Fig. 2),
conforme metodologia desenvolvida por Alves et al (2013). Os insetos foram

observados diariamente, a cada 10 minutos, durante 10 dias.

> - &=

Fig 2 Mudas de erva-mate recobertas por gaiolas de PVC. Em cada muda foi

acondicionado um casal de Gyropsylla spegazziniana. Foto: Adriana H. Walerius.
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Estudos preliminares realizados no Laboratério de Biotecnologia Agricola
demonstraram que G. spegazziniana ndo acasala em condic¢Bes de laboratdrio. Dessa
forma, o experimento de comportamento de acasalamento teve que ser realizado em
condigdes mais proximas as naturais. As gaiolas contendo as plantas e os casais foram
acondicionadas em uma sala cuja janela ficou sempre aberta, permitindo a entrada de
luz natural e com temperatura e umidade relativa similares a do lado externo (11-35°C,
64-99%U.R.) (Simepar 2016). Nenhuma luz branca foi acesa na sala durante todo o
experimento. Para observar os adultos durante a escotofase foi utilizada uma lanterna
manual recoberta com papel celofane vermelho. A cor vermelha ndo é percebida pelos
insetos, visto que a faixa de luz utilizada por eles é a ultravioleta ou polarizada (Ruppert
et al 2005).

Foi observado o comportamento dos insetos desde a aproximacao do casal até o
final do acasalamento. Os registros foram a olho nu e com o auxilio de fotografias e
filmagens. Foram avaliados 0s seguintes parametros: idade (em dias) em que os adultos
copularam pela primeira vez, duracdo (em minutos) das cépulas e nimero de clpulas

por casal.

Copula na presenca de varios machos

Uma fémea e quatro machos, de um dia de vida adulta, foram colocados em
mudas de erva-mate recobertas por gaiolas de PVC, como citado anteriormente. O
numero de quatro machos foi utilizado para observar se ocorreria interacdo entre um
casal e os demais machos. Foram observadas as reacOes da fémea na presenca dos

quatro machos e a reagdo dos demais machos durante a copula (n= 10).
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Andlise estatistica

Para a realizacdo da analise estatistica foram utilizados os dados dos casais que
acasalaram em seus respectivos periodos, manha e tarde. Para avaliar as diferencas entre
os acasalamentos do periodo da manhd e da tarde foi utilizado o teste de Qui-Quadrado
com posterior teste de Marasculio. Para o nimero de copulas e a duragdo das copulas
foram utilizados os testes de normalidade Shapiro-Wilk e Wilcoxon-Mann-Whitney.
Todas as analises foram realizadas utilizando o Statistical software & data analysis add

on for Excel (XLSTAT) versao 2015. A significancia estatistica foi fixada em p < 0,05.

Resultados

Antes do acasalamento, a fémea e macho de G. spegazziniana geralmente
permaneciam imdveis nas folhas da erva-mate. Ao iniciar 0 movimento de
acasalamento, a fémea caminhava pelas folhas mais jovens e pela brotacdo. O macho,
ao perceber a fémea, ia ao encontro dela e virava o corpo, ficando de frente em relacdo a
ela (Fig. 3a). Neste momento, ocorria o toque das antenas (Fig. 3b) e 0 macho virava o
corpo novamente, ficando ao lado da fémea (Fig. 3b,c). Ao ficar de lado com a fémea, 0
macho realizava movimentos com o clasper, para unir-se a fémea pelo aparelho
reprodutor. O macho geralmente precisava de mais de uma tentativa para conseguir
copular com a fémea. Durante a copula, o casal permanecia ligado apenas pela genitalia
e 0 macho permanecia ao lado da fémea (Fig. 3d), posicdo permitida pelo curvamento
dos segmentos finais do abdome de ambos os sexos (Fig. 3d). Durante a copula, o casal

permaneceu imadvel ou realizando movimentos laterais com o abdome.
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205 Ao término do acasalamento, geralmente o macho desligou-se da fémea,
206  afastando-se dela. A fémea permaneceu parada no local da cépula ou procurou a

207  brotagdo mais nova e ovipositou imediatamente.

208
209

a

b

C

d
210

211 Fig 3 Sequéncia do comportamento de acasalamento em Gyrospylla spegazziniana. (a)
212 macho aproxima-se da fémea; (b) macho fica de frente para a fémea e ocorre o toque
213  das antenas; (c) macho vira o abdome, fica lado a lado com a fémea e tenta copular; (d)
214  a cbpula ocorre e o casal permanece lado a lado, parado ou realizando movimentos
215 laterais do abdome, ambos ligados apenas pela genitélia. llustragdo: Juliana Souza.
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Adultos de G. spegazziniana comegaram a acasalar a partir do segundo/terceiro
dia apds emergéncia. Os casais observados durante a escotofase ndo apresentaram
comportamento de acasalamento, permanecendo imdveis principalmente na face abaxial
das folhas mais velhas. Em relagdo aos casais analisados durante a fotofase, nos
periodos da manhd e da tarde, houve 32 casais que acasalaram, sendo que 11 casais
acasalaram no periodo da manhd e 21 casais no periodo da tarde. A porcentagem de
acasalamento diferenciou significativamente entre os periodos da fotofase, com maior

porcentagem de copulas ocorrendo no periodo da tarde (x* = 6,69; g.l. = 1; P = 0,01)

(Fig. 4).
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% de acasalamentos

Manh3 Tarde

Periodo observado

Fig 4 Porcentagem total de acasalamentos de Gyrospylla spegazziniana durante a
fotofase, nos periodos da manha e tarde, durante os dias de observacdo. “Diferenca

estatistica significativa entre os periodos (Teste de Marasculio aplicado ao 2, p < 0,05).

A duragdo media da primeira copula observada nos 32 casais foi de 6,59 * 4,32
min (média = D.P.). O nimero de copulas por casal observado variou significativamente
entre 0 periodo da manhd e o da tarde (Fig. 5), sendo que o maior nimero de

copulas/casal ocorreu a tarde (p = 0,03).
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236
237  Fig 5 Numero médio de copulas por casal de Gyrospylla spegazziniana durante os

238  periodos da manhi e da tarde da fotofase. “ indica diferenca estatistica significativa entre
239  os periodos (Teste de Wilcoxon-Mann-Whitney, p < 0,05).
240

241 Em relacdo a duracdo total das cépulas dos 32 casais observados, apesar de
242 ocorrer tempo médio na manhd com 14,18 + 6,09 min e tarde com 27,38 + 23,92 min,

243 ndo houve diferencga significativa entre os periodos (p = 0,14) (Fig. 6).
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246  Fig 6 Duragcdo média (min.) das cdpulas por casal de Gyrospylla spegazziniana durante
247 o periodo da manhd e da tarde.
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Em relacdo a presenca de varios machos na gaiola com a fémea, 70% dos 10
casais observados acasalaram. Os machos rivais permaneceram proximos aos casais
copulando sem atrapalhar a copula em 42% dos acasalamentos. Em 26% dos
acasalamentos, enquanto a fémea e o macho acasalavam, um ou dois machos
permaneciam ao lado do casal com o clasper aberto, realizando movimentos laterais
com o objetivo de atrapalhar a cépula e acasalar com a fémea. As fémeas copularam
com mais de um macho durante o periodo observado. Além disso, foi observada

tentativa de copula entre machos.

Discussao

A sequéncia do comportamento de acasalamento de G. spegazziniana demonstra
gue os machos aproximam-se das fémeas, sugerindo a utilizacdo de sinais quimicos,
visuais ou sonoros. Néo foi observado um comportamento de corte prolongado antes da
copula nesta espécie, apenas 0 toque de antenas por periodo muito curto,
comportamento observado também na presenca de machos rivais.

Poucos trabalhos descreveram a sequéncia do comportamento de acasalamento
de insetos da familia Psyllidae, no entanto, todos eles se assemelham a descri¢do
realizada para G. spegazziniana (Fig. 1). De acordo com Kysan (1990), o macho de C.
pyricola reconhece a fémea visualmente movendo-se em direcdo a ela rapidamente. O
primeiro contato fisico é realizado com as antenas e o macho posiciona-se
paralelamente a fémea, curvando o apice do abdome a fim de acoplar-se com ela.
Durante a copula, o casal permanece lado a lado sem realizar movimentos e, ao final da

copula, a fémea desloca-se para outro local.
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O macho de Trioza erytreae (Hemiptera: Psylloidea: Triozidae), conhecido
popularmente como psilideo do citros, também posiciona-se paralelamente a fémea,
curvando seu abdome de modo a acoplar-se com o abdome dela. Ao iniciar a copula,
ambos permanecem parados ou caminham curtas distancias e o acasalamento termina
quando a fémea se afasta do macho (Van Den Berg 1990, Van Den Berg et al 1991).

Para outro psilideo do citros, Cardiaspina densitexta (White 1969), machos e
fémeas tendem a permanecer na face abaxial e no peciolo de folhas, inclusive durante o
acasalamento. O macho caminha pelas folhas até encontrar a fémea e, ao encontra-la,
toca as suas asas com as antenas, permanecendo imovel ao lado dela. Durante o
movimento de pré-acasalamento, 0 macho se posiciona lateralmente a fémea e, com o
clasper aberto, realiza movimentos a fim de encaixar seu 6rgdo copulatério no final do
abdome da fémea. Apds o acasalamento, o casal fica em posicOes opostas.

As observagdes realizadas durante a escotofase demonstraram que G.
spegazziniana ndo apresentou comportamento de acasalamento no periodo noturno.
Este comportamento pode estar relacionado a diminuicdo das pistas visuais e/ou da
temperatura, como foi justificado por Wenninger & Hall (2007) em relacdo a
diminuicdo da atividade de acasalamento de D. citri, e por Krysan (1990) em relacéo a
auséncia de copulas durante a escotofase para C. pyricola.

Durante a escotofase, 0os casais de G. spegazziniana permaneceram quase
imoveis, geralmente na face abaxial das folhas, comportamento conhecido como sleep-
like (Wenninger & Hall 2007), ja descrito para o psilideo D. citri (Wenninger & Hall
2007), o qual também ndo movimenta-se durante as primeiras horas da fotofase (Paris et
al 2015).

Durante a fotofase, 0s casais de G. spegazziniana permaneceram principalmente

nas brotacdes e nas folhas mais jovens das plantas de erva-mate. De acordo com
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Wenninger & Hall (2007), machos e fémeas de D. citri preferiam permanecer sobre as
folhas jovens do citros, pois estas seriam alimentos melhores em relagéo as folhas mais
velhas, além de serem o local de desenvolvimento das ninfas.

A maioria dos casais apresentou comportamento semelhante em relagdo ao local
das copulas, ocorrendo quase que exclusivamente nas brotacGes jovens. Segundo
Randall et al (2000), a locomocédo e a reproducdo requerem gasto energético. Desta
forma, o ato de acasalar e em seguida ovipositar nas brotacdes € uma forma de diminuir
0 gasto energético, além de atenuar os riscos de predagcdo com a locomogéo das fémeas.
Este comportamento também foi verificado em D. citri (Wenninger & Hall 2007).

A preferéncia do acasalamento durante a fotofase revelada por G. spegazziniana
também foi observada em C. pyricola (Krysan 1990). Brown et al (2009) constataram
que machos de C. pyricola procuraram os odores liberados pelas fémeas contidos em
armadilhas apenas durante a fotofase.

Os adultos de G. spegazziniana comegaram a acasalar a partir do
segundo/terceiro dia apds emergéncia. Outros psilideos apresentaram as mesmas
caracteristicas, como os adultos de D. citri, que atingiram a idade reprodutiva ap6s 2-3
dias de vida adulta (Wenninger & Hall 2007), e fémeas de B. cockerelli, que atingiram a
idade reprodutiva 24 horas apds a eclosdo e os acasalamentos ocorreram apds 2-3 dias
de emergéncia (Guédot et al 2012).

Segundo Guédot et al (2013), insetos que acasalam com poucos dias de vida
apresentam maiores prejuizos para a planta hospedeira. G. spegazziniana, ao atacar as
brotacdes de erva-mate, faz com que a planta necessite de mais nutrientes para emitir
novas brotagdes, comprometendo o desenvolvimento foliar sadio (Leite & Zanol 2001,
Chiaradia et al 2002). Além disso, a longevidade de machos e fémeas de G.

spegazziniana, de 15,2 dias para as fémeas e 43,7 dias para machos quando néo
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manipulados, o tamanho de 2,0 a 3,4 mm de comprimento e a presenca de predadores e
parasitoides, podem justificar o ato de comecar a acasalar nos primeiros dias de vida,
garantindo a maior quantidade de descendentes (Leite 2002, Leite & Zanol 2001).

Os acasalamentos de G. spegazziniana apresentaram maior ocorréncia no
periodo da tarde (Fig. 4 e 5), 0 que pode estar relacionado a temperatura, biologia desta
espécie e fenologia da planta, dado que o periodo de emissdo de novas folhas ocorre nos
meses de primavera e verdo. Chiaradia et al (2002) descreveram que a temperatura
influencia no desenvolvimento de G. spegazziniana e os picos de coleta deste psilideo
em campo ocorrem entre outubro e fevereiro, o que coincide com as maiores taxas de
insolacdo e, consequentemente, maiores temperaturas. Em D. citri, os acasalamentos
ocorrem de forma constante durante a fotofase, ndo sendo observado picos de
acasalamentos (Wenninger e Hall, 2007).

G. spegazziniana apresentou o maior nimero de cépulas no periodo da tarde
(12:00 - 18:00 horas) quando comparado com a manha. J& a duragdo das cépulas ndo
apresentou diferenca em relacdo ao periodo da manha (Fig. 6), apesar de ter uma
tendéncia a ser maior.

Ao estudar a atratividade de armadilhas com odores de fémeas de C. pyricola,
pesquisadores verificaram que um maior nimero de machos foi coletado entre as 10:45
- 17:00 horas, tanto para psilideos de verdo como para de inverno (Brown et al, 2009).
Guédot et al (2012) descreveram que os machos de B. cockerelli foram mais atraidos
aos volateis das fémeas entre as 11:00 - 17:00 horas. Desta forma, pode observar que os
machos de C. pyricola e B. cockerelli movimentam-se em direcdo a fémea nos mesmos
horéarios que G. spegazziniana apresenta 0s maiores numeros de copulas.

A duracdo media das cOpulas de G. spegazziniana foi de 14,18 £ 6,09 min para o

periodo da manha e 27,38 + 23,94 para o periodo da tarde (Fig. 6). Para D. citri, as

25



348

349

350

351

352

353

354

355

356

357

358

359

360

361

362

363

364

365

366

367

368

369

370

371
372
373

copulas tiveram duracdo de 48,3 + 8,4 min (Wenninger & Hall 2007). Em Psylla
pyricola as coOpulas variaram de um minuto até 4 horas com uma media de 36 min
(Burts & Fischer 1967) e C. pyricola apresentou duracdo média de 12 min por copula
(Krysan 1990), valor aproximado ao encontrado em G. spegazziniana no periodo da
manhd. A duracdo maior das cOpulas no periodo da tarde pode ser explicada pela
hipotese de que temperaturas elevadas neste periodo promovem o desenvolvimento
deste inseto, visto que a temperatura baixa é considerada um fator limitante para seu
desenvolvimento.

Informacdes sobre a biologia reprodutiva sé@o fundamentais para futuros
experimentos que envolvam a utilizacdo de sinais volateis, visuais ou sonoros. Estes
sinais podem influenciar as respostas comportamentais de insetos-praga como G.
spegazziniana (Gueédot et al 2013, Fonseca et al 2013). Com este estudo, foi possivel
determinar a sequéncia do comportamento de G. spegazziniana, a idade em que 0s
casais comecam a copular e o horério em que mais ocorrem acasalamentos. Dessa
forma, é possivel afirmar que estudos sobre a comunicacéo interespecifica da ampola da
erva-mate devem ser realizados durante a fotofase, preferencialmente no periodo da

tarde, com adultos a partir de 3 dias de vida.
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Resumo - Em insetos, precedendo o acasalamento, ocorre a emissdo de sinais
que sao utilizados na comunicacéo interespecifica, sendo estes sinais visuais, acusticos e
quimicos. Os feromdnios sexuais sdo 0s principais intermediadores no acasalamento.
Na superfamilia Psylloidea (Hemiptera) ha apenas relatos de quatro espécies que
utilizam sinais quimicos para localizar o companheiro. Este trabalho teve como objetivo
verificar a atratividade entre machos e fémeas do psilideo da erva-mate, Gyropsylla
spegazziniana (Hemiptera: Psyllidae), em bioensaios com olfatbmetro em Y e
identificar o feromonio sexual desta espécie. Nos bioensaios foram utilizados insetos
vivos (machos e fémeas virgens) e um ramo de erva-mate como fonte de odor. Para
analisar a presenca do feromonio sexual foram feitos extratos do corpo de machos e
fémeas virgens, que foram analisados em cromatografo gasoso acoplado a
espectrometro de massas (CG-MS). Como resultado, os machos e as fémeas foram
atraidos para fémeas vivas no olfatbmetro, porém ndo foram atraidos para machos
Vivos, 0 que sugere a presenca de volateis liberados pelas fémeas para atracdo sexual.
Foi constatada a presenca de um composto fémea-especifico, identificado como 2-
nonadecanona, com o possivel papel de feromoénio sexual. Assim, sugere-se que as
fémeas de G. spegazziniana liberam compostos volateis para atrair machos para o
acasalamento. Além disso, os compostos liberados pelas fémeas podem interagir com 0s
volateis emitidos pela erva-mate, resultando na atratividade dos machos de G.
spegazziniana. Desta forma, faz-se necessario verificar o sinergismo entre os volateis da
planta e os liberados pelas fémeas de G. spegazziniana e se ha presenca de outros

componentes feromonais secundarios.

Palavras-chave: Ampola-da-erva-mate, atracdo sexual, olfatbmetro em Y, extracdo de

feromonio
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Abstract - In insects, preceding mating, occurs the emission of signals that are
used in interspecific communication, which can be visual, acoustic and chemical
signals. Sex pheromones are the main intermediaries in mating. In the superfamily
Psylloidea (Hemiptera) there are studies only about four species that use chemical
signals to locate the co-specific. The aim of this study was to verify the attractiveness of
males and females of the yerba mate psyllid, Gyropsylla spegazziniana (Hemiptera:
Psyllidae), in bioassays with an Y-olfactometer, and to identify the sexual pheromone of
this species. In the bioassays were used live insects (virgin males and females) and a
branch of yerba mate as odor source. In order to analyze the presence of the sexual
pheromone, body extracts of virgin males and females were done, which were analyzed
in a gas chromatograph coupled to the mass spectrometer (GC-MS). As a result, males
and females were attracted to live females in the olfactometer, but were not attracted to
live males, suggesting the presence of volatiles released by females for sexual attraction.
It was found the presence of a female-specific compound, identified as 2-nonadecanone,
as a possible sex pheromone. Thus, it is suggested that females of G. spegazziniana
release volatile compounds to attract males for mating. In addition, the compounds
released by the females can interact with the volatiles emitted by the yerba mate,
resulting in attractiveness of G. spegazziniana males. Thus, it is necessary to verify the
synergism between plant volatiles and those released by G. spegazziniana females, and

if there are other secondary pheromone components.

Keywords - Yerba mate, sexual attraction, Y-olfactometer, pheromone extraction
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Introducéo

Para obter sucesso no acasalamento os animais necessitam passar por etapas,
como busca ao companheiro e corte, e para isto utilizam sinais quimicos, visuais e de
vibracdo através do substrato (Soroker et al., 2004; Lubanga et al., 2014; Lubanga et al.,
2016a,b). Os insetos, em grande maioria, utilizam sinais quimicos para exercer suas
atividades comportamentais como selecdo de plantas hospedeiras, defesa, localizagdo de
alimento, local para acasalamento e oviposi¢do, além de localizacdo de companheiro
para copula (Horas, 2009). As substancias quimicas envolvidas sdo denominadas
semioquimicos, sendo estes classificados em aleloquimicos ou feroménios. Os
aleloquimicos sdo as substancias envolvidas nas interacOes interespecificas e 0s
feroménios na comunicacdo intraespecifica (Vilela & Della Lucia, 2001).

Os feromonios sdo denominados de acordo com seu modo de agdo, como
feromonios sexual, de alarme, de agregacéo, de disperséo, de trilha, de territorialidade e
oviposicédo (Vilela & Della Lucia, 2001). Os feromonios sexuais atuam na fisiologia dos
insetos com o propdsito de atrair o sexo oposto para o acasalamento (Vilela, 1992;
Parra-Pedrazzoli, 2006).

Gyropsylla spegazziniana (Hemiptera: Psyllidae) (Lizer e Trelles, 1919) é uma
importante praga da cultura da erva-mate (llex paraguariensis), que esta distribuida nos
paises da America do Sul (Brasil, Argentina, Paraguai e Uruguai) (Alves et al., 2013). A
fémea injeta saliva toxica na nervura central da folha, ocasionando crescimento
desproporcional em ambos os lados (Chiaradia et al., 2002; Barzotto & Alves, 2013). A
folha deformada, conhecida como ampola, servira de abrigo para os cinco estagios
ninfais do psilideo (Chiaradia et al., 2002). Como consequéncia da infestacdo do

psilideo na erva-mate, as folhas deformadas cairdo, ocasionando perdas na producao
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(Chiaradia et al., 2000). Apesar do prejuizo causado por G. spegazziniana, na erva-mate
produzida no Brasil ndo é permitido o uso de produtos fitossanitarios (Agrofit, 2016).

Neste sentido a identificacdo de substancias quimicas utilizadas por G.
spegazziniana na comunicacao intraespecifica pode auxiliar no desenvolvimento de
métodos alternativos para 0 monitoramento e controle desta praga. Ha trabalhos sobre a
atratividade entre os sexos e a presenca de possiveis compostos volateis com psilideos
de outras culturas, como Diaphorina citri na cultura do citros (Wenninger et al., 2008),
Cacopsylla pyricola e C. bidens na cultura da péra (Soroker et al., 2004; Horton &
Landolt, 2007; Guedot et al., 2009a) e Bactericera cockerelli na cultura da batata
(Guédot et al., 2010). Nestas espécies, as fémeas liberam compostos atrativos aos
machos, mas apenas C. pyricola e D. citri tiveram 0s compostos quimicos identificados
e testados (Guédot et al., 2009a; Mann et al., 2013).

Estudos preliminares com G. spegazziniana demonstraram que o acasalamento
ocorre durante a fotofase, preferencialmente durante a tarde (12:00 - 18:00 hs). O
comportamento de acasalamento de G. spegazziniana demonstra que os machos se
aproximam das fémeas nas mudas de erva-mate, indicando a presenca de compostos
atrativos exalados pelas fémeas (dados néo publicados).

Neste sentido, o presente estudo teve como objetivo verificar a resposta
comportamental de machos e fémeas de G. spegazziniana a coespecificos e realizar a

identificacdo da estrutura quimica do feromonio sexual da espécie.

Material e Métodos
Coleta de insetos
As ampolas contendo as ninfas de G. spegazziniana foram coletadas entre os

meses de novembro de 2016 a janeiro de 2017, em galhos de plantas adultas de erva-
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mate, no municipio de Cascavel, Parang, Brasil, e transportados até o Laboratério de
Biotecnologia Agricola, Unioeste, Campus Cascavel. As ampolas foram abertas e, com
0 auxilio de um pincel macio e Umido, foram coletadas apenas as ninfas de quinto
instar, pois ndo h4 como manter os demais instares ninfais em criacdo em laboratorio.
As ninfas de quinto instar apresentam coloracdo esverdeada, sendo facilmente
reconhecidas (Leite & Zanol, 2001). As ninfas foram individualizadas até a fase adulta.
Os adultos recém emergidos foram sexados, sendo o sexo determinado de acordo com a
aparéncia externa dos Ultimos segmentos abdominais, correspondendo a genitalia dos
insetos (Figura 1), de acordo com Leite & Zanol (2001).

Apobs sexados, os insetos foram mantidos em mudas de erva-mate, dentro de
gaiolas de cloreto de polivinila (PVC) incolor (13 cm didmetro x 40 cm altura), com a
lateral e a parte superior de cada gaiola coberta com tecido voil, conforme metodologia
desenvolvida por Alves et al. (2013). A gaiola foi colocada sobre a muda de erva-mate,
envolvendo-a totalmente, deixando o vaso com terra fora da gaiola. Havia uma gaiola

para machos e outra para fémeas.

Bioensaios em olfatdmetro

Para avaliar a resposta de machos e fémeas de G. spegazziniana aos estimulos
olfativos foi utilizado um olfatbmetro em Y. O mesmo consistia em um tubo de vidro de
2 cm de diametro em forma de Y, com o tubo principal com 22 cm de comprimento e
dois bracos menores de 14 cm cada. Como a ampola tem o0 habito de posicionar-se no
apice dos ramos, foram feitos testes preliminares nos quais se constatou que O
olfatbmetro devia ser posicionado verticalmente, com uma inclinagéo de 45°.

Um fluxo de ar, produzido por bomba a vacuo, foi filtrado em coluna de carvéo

ativado, posteriormente umidificado em coluna contendo agua destilada, e dirigido a
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duas cubas de vidro de 1L contendo as fontes de odor (Figura 2). Cada frasco contendo
uma fonte de odor foi ligado a um braco do olfatdmetro. Precedendo os ensaios, o fluxo
de ar foi passado por todo o sistema a 5 L/min em cada brago, durante 1 hora. Este fluxo
foi mantido durante todo o experimento.

Os testes foram realizados no periodo da tarde, entre 12:00 - 18:00h, pois é o
periodo em que G. spegazziniana apresenta maior atividade sexual. Para realizar os
experimentos, ambas as cubas continham um ramo de erva-mate, com a extremidade
cortada sendo mantida em vidro com agua. A cuba controle continha apenas um ramo
de erva-mate e a cuba do estimulo olfativo continha um ramo de erva-mate e 25 fémeas
virgens ou um ramo de erva-mate e 25 machos virgens.

As comparacdes entre os tratamentos foram realizadas em ordem aleatéria, no
mesmo dia. Os insetos foram colocados individualmente em copo pléastico com tampa (5
cm altura x 6 cm diametro), precedendo os ensaios em 30 min. Os insetos foram
liberados individualmente na entrada do tudo principal do olfatbmetro, sendo observado
seu comportamento por 20 min ou até entrar em um dos bracos do olfatdbmetro. A
escolha foi registrada quando o psilideo adentrou 5 cm do braco, ndo permitindo o
contato do psilideo com a extremidade do braco para evitar liberacdo de volateis nesta
area. Cada inseto foi considerado uma repeticdo e, apés a liberacéo de cinco insetos, 0s
bracos do olfatdmetro foram rodados em 180° para evitar viés de posicéo, e a cada 10
repeticdes o olfatdbmetro foi lavado com detergente neutro e agua, enxaguado com
alcool etilico e agua destilada e secado em estufa a 100°C por 2h, para evitar
contaminacédo. Cada inseto foi testado apenas uma vez.

A idade dos machos e das fémeas utilizados na cuba e os ensaios em olfatdmetro
foi mantida constante, entre 3 e 7 dias de vida apds tornarem-se adultos, pois foi neste

periodo que os insetos mais acasalaram (dados néo publicados).
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Foi observada a resposta de machos e fémeas de G. spegazziniana aos seguintes
estimulos:
a) resposta de machos para 25 fémeas X controle;
b) resposta de machos para 25 machos X controle;
C) resposta de fémeas para 25 fémeas X controle;
d) resposta de fémeas para 25 machos X controle.

Apenas para os insetos que escolheram uma das fontes de odor foi anotado o
periodo de tempo (min) desde a liberagdo do inseto no olfatdmetro até quando alcangou
0 bragco com a fonte de odor. Os insetos que permanecerem imdveis ou ndo escolheram

umas das fontes nos 20 min de observagdo nao foram contabilizados e analisados.

Extratos de machos e fémeas

As extracOes foram realizadas entre 12:00 e 17:00h, pois é o periodo em que G.
spegazziniana apresenta maior atividade sexual (dados ndo publicados). Para cada
extracdo e de cada sexo, 50 insetos foram alocados em copo plastico com tampa (5 cm
altura x 6 cm didmetro), e posteriormente colocados em freezer a -4°C por 3 min para
cessar 0s movimentos. Os insetos foram entdo transferidos para frascos de vidro de 1
mL com tampa, onde foram adicionados 250 pL de hexano bidestilado. Ap6s 20 min o
solvente contendo os volateis foi retirado com auxilio de micropipeta e transferido para
um frasco de vidro de 2 mL com tampa, que foi mantido em freezer a - 4°C para

posterior analise.

Identificacéo estrutural do feroménio sexual
Uma aliquota de 1 pL dos extratos de machos e fémeas foi injetada e analisada

por cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massas (CG-MS), modelo
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Shimadzu QP-5050A, equipado com uma coluna capilar DB-5 (30m x 0,25mm x 0,25
pm de filme) (J & W Scientific, Folsom, Califérnia, EUA) com ionizagdo por impacto
de elétrons (70 cV). O CG-MS foi operado em modo splitless (250°C), com
programacdo de temperatura de 50°C por 1 min, aumentando 7°C/min até 250°C,
permanecendo nesta temperatura por 10 min. A linha de transferéncia operou a 270°C e
0 hélio foi usado como gés de arraste com fluxo de ImL/min.

O composto A do extrato da fémea, que se diferenciou do extrato do macho, foi
identificado por meio dos respectivos padrées de fragmentacdo, tempo de retencao,

comparagBes com a biblioteca NIST do espectrdmetro e indice de Kovats.

Anélise estatistica

Para verificar a diferenca na escolha de G. spegazziniana para a fonte de odor foi
utilizado o teste de 2, e para analisar a diferenca no tempo que cada inseto levou para
escolher uma fonte de odor foi utilizado teste de Wilcoxon, ambos a 5% de
significancia. Para a realizacdo das andlises estatisticas foi utilizado o programa

estatistico R (2013).

Resultados

Os resultados obtidos nos testes de olfatdbmetro em Y com machos e fémeas de
G. spegazziniana estdo dispostos nas figuras 3 e 4. Pode-se observar diferencas nas
respostas em relacao as fontes de odor. Os machos mostraram uma resposta positiva aos
voléteis provenientes das fémeas virgens (x°= 4,9231, df = 1, p = 0,0265). Dos 91
machos testados, 48 responderam aos testes em olfatdbmetro, e destes 63% escolheram o

lado das fémeas e 38% escolheram o lado controle (Figura 3).
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Os machos ndo mostraram resposta positiva em relacdo aos volateis de machos
virgens, sendo que dos 90 machos testados, 63 responderam e 63% destes escolheram o
lado do controle e 37% o lado dos machos virgens (Figura 4). Assim sendo, os machos
escolheram ambos os lados, com resposta positiva e significativa para o lado do
controle (y>= 4,5873, df = 1, p = 0,032).

Em relagdo as respostas das fémeas, as mesmas foram atraidas
significativamente aos volateis das fémeas virgens (%= 4,3333, df = 1, p = 0,037) em
comparagdo com o controle. Das 55 fémeas testadas, 67% escolheram o lado contendo
as fémeas e 33% das fémeas o controle (Figura 3). Além disso, as fémeas responderam
positivamente para o controle quando comparado com o ramo de erva-mate infestado
com machos (?= 3,9302, df = 1, p = 0,047). Das 73 fémeas testadas, 65% escolheram o
controle e 35% o lado dos machos virgens (Figura 4).

Quando comparadas as médias de tempo que machos e fémeas utilizaram para
chegar a um dos lados do olfatbmetro, observa-se que, independente do estimulo

olfativo, ndo houve diferenca significativa no tempo de escolha (Tabela 1).

Andlises dos extratos cuticulares

Verificou-se a presenca de varios compostos em comum para 0s dois sexos
(Figura 5A). Porém, no extrato de fémeas, foi encontrado um composto ausente nos
machos (Figura 5B), que foi identificado como 2-nonadecanona (Figura 5C),

pertencente ao grupo das cetonas, ja descrito como componente feromonal de insetos.

Discussao

Diferentes sinais estdo envolvidos na localiza¢do das fémeas por machos durante

0 processo de selecdo sexual em insetos. Tanto machos como fémeas de G.
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spegazziniana responderam aos estimulos do mesmo sexo (fémea-fémea) e do sexo
oposto (macho-fémea) com a planta hospedeira em olfatdbmetro, demonstrando que o
comportamento deste psilideo é determinado pela emisséo e recepcao de volateis, dado
que ndo havia estimulos visuais ou acusticos no teste realizado. Ja C. pyricola utiliza
sinais visuais, pois experimentos de copula indicaram que os acasalamentos ocorreram
somente durante a fotofase (Krysan, 1990). No entanto, sinais acusticos também ja
foram descritos como parte da interacdo entre sexos desta espécie (Eben et al.,2015).

D. citri também reduziu suas atividades no periodo noturno, indicando o uso de
sinais visuais na comunicacao intraespecifica (Wenninger & Hall, 2007). Além disso,
Wenninger et al. (2009a) e Rohde et al. (2013) sugerem que os machos de D. citri
utilizam a sinalizacéo vibracional para localizar as fémeas, além de sinais olfativos e de
vibracGes das asas na comunicagdo entre machos e fémeas.

Além dos sinais utilizados na interacdo intraespecifica, Wenninger et al. (2009b)
verificaram sinais olfativos e visuais na interacdo interespecifica de D. citri, pois as
fémeas utilizaram estes sinais para encontrar quatro tipos de plantas hospedeiras,
enquanto os machos localizaram apenas duas plantas. Os autores sugerem que 0S
machos chegam até as fémeas utilizando substancias quimicas emitidas pelas plantas.

Para o psilideo Aacanthocnema dobsoni (Triozidae), testes com os extratos
cuticulares para atrair 0 sexo oposto revelaram que estes ndo eram ativos (Lubanga et al.
2016b). Em outro trabalho, concluiu-se que A. dobsoni utiliza apenas vibracGes
suportadas por substrato para comunicacao interespecifica, ja que fémeas e machos
atraem-se através de vibragdes suportadas por substrato (SBVs), sendo as vibrag¢des dos
machos longas e curtas e as femininas apenas curtas (Lubanga et al., 2016a). Os autores

ainda descrevem que a frequéncia e a intensidade da vibragédo sao diferentes em insetos
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jovens e mais velhos, porém a resposta de fémeas nado foi influenciada pelo tamanho do
corpo ou pela idade do macho.

Os resultados dos testes em olfatdmetro sugerem que os machos e as fémeas de
G. spegazziniana sdo atraidos por ramos de erva-mate infestados por fémeas, e 0s
machos ndo sdo atraidos por ramos de erva-mate infestados por machos. Estes
resultados corroboram com os descritos por Horton & Landolt (2007) para C. pyricola,
em que 0s machos sdo positivamente atraidos para brotos de péra infestados por fémeas.
Para os autores, os volateis emitidos pelas fémeas associados aos ramos de péra atraem
0s machos, pois os machos ndo sdo atraidos por ramos de péra infestados por machos
(Horton & Landolt, 2007).

Ainda em C. pyricola, machos sdo atraidos por fémeas mais velhas quando
comparado com fémeas jovens, ndo havendo preferéncia dos machos por fémeas
virgens ou acasaladas (Horton et al., 2008). Os autores ainda relatam que 0s machos séo
atraidos para fémeas mesmo sem a presenca da planta hospedeira, confirmando a
hipotese de atrativo sexual liberado pela fémea (Horton et al., 2008, Guédot et al.,
2011). Brown et al. (2009) também relatam que machos de C. pyricola s&o atraidos em
campo por armadilhas contendo fémeas vivas.

Os machos de C. bidens também demonstraram preferéncia por plantas
hospedeiras com a presenca de fémeas (Soroker et al., 2004). Para os autores as fémeas
emitem feromonios enquanto se alimentam, sendo que a interacéo entre os volateis da
planta hospedeira e os liberados pelas fémeas influenciam na resposta dos machos
(Soroker et al., 2004).

Wenninger et al. (2008) observaram que machos e fémeas de D. citri
apresentaram este mesmo comportamento, indicando a presencga de volateis emitidos

pelas fémeas para atrair os machos. Segundo os autores, ha algumas hipdteses para
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explicar este comportamento: as fémeas liberam volateis que atraem 0s machos e as
fémeas; as fémeas ao se alimentar induzem a emissdo de volateis pela planta, os quais
sdo atrativos aos machos; a alimentacdo e oviposi¢do induzem mudangas nas plantas,
atraindo os machos; as fémeas podem deixar sinais quimicos e/ou fisicos nas plantas e
assim 0s machos sdo atraidos. Desta forma, os machos de G. spegazziniana, sdo atraidos
por compostos liberados pelas fémeas e/ou compostos das fémeas em sinergismo com
os volateis da erva-mate.

Ainda para D. citri, Wenninger et al. (2008) verificaram que 0s machos
respondiam mais aos odores emitidos pelas fémeas quando os odores eram liberados por
15 fémeas quando comparado a 4 fémeas, indicando que quanto maior o nimero de
fémeas, maior a atratividade e, provavelmente, maior a quantidade de sinais olfativos
emitidos. Este resultado corrobora com o observado em G. spegazziniana, pois em
experimentos anteriores ndo houve respostas de machos ou fémeas em olfatOmetro
quando utilizou-se poucos insetos (5 - 10 insetos) como fonte de odor, necessitando de
uma quantidade maior de fémeas e machos para promover atragdo entre 0s Sexos.

Os machos do psilideo da batata, B. cockerelli, também séo atraidos por volateis
liberados pelas fémeas vivas e por extrato de fémeas (Guédot et al., 2010; Guédot et al.,
2013). Os machos foram atraidos por volateis de machos e extratos de machos, sendo
que este foi o primeiro registro de atracdo entre machos na superfamilia Psylloidea
(Guédot et al.,2010). O mesmo ndo foi observado em G. spegazziniana, na qual os
machos ndo apresentaram preferéncia por volateis emitidos pelo mesmo sexo. Ja 0s
machos de C. pyricola, morfotipo de inverno, sdo repelidos por volateis de machos
(Guédot et al.,2009D).

Os machos de B. cockerelli expostos simultaneamente a odores de machos e

fémeas preferiram odores das fémeas, enquanto as fémeas evitaram os volateis liberados
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por fémeas e machos vivos e por extratos de fémeas e machos (Guedét et al.,2010). A
idade de machos e fémeas de B. cockerelli ndo influenciou na atracdo. Machos ndo
mostraram preferéncia por fémeas novas (1-4 dias) ou velhas (8-10 dias), ou seja, a
idade das fémeas ndo afetou a atratividade (Guédot et al., 2012).

Na analise cromatogréfica dos extratos de G. spegazziniana foi possivel verificar
um pico presente apenas no extrato de fémeas, sendo este descrito na literatura como
nonadecan-2-ona ou 2-nonadecanona. Possivelmente este componente do extrato esta
envolvido na atratividade dos machos para fémeas.

Este mesmo composto foi encontrado nos extratos de Callosobruchus
rhodesianus (Coleoptera: Chrysomelidae) por Shimomura et al. (2016). Segundo o0s
autores, o composto 2-nonadecanona juntamente com hexahidrofarnesila e um
hidrocarboneto cuticular (HC), formam o feroménio sexual do coledptero (Shimomura
et al., 2016).

Em G. spegazziniana, a substincia 2-nonadecanona esta em processo de
confirmacdo da identificacdo e sintese quimica em laboratdrio, e mais testes sdo
necessarios para verificar se este composto é ativo na atracdo sexual de machos e
fémeas, e se este age em sinergia com outros compostos oriundos das plantas de erva-
mate. Vale ressaltar que esta substéncia pertence ao grupo das cetonas, com cadeia de
carbono simples, produzida e distribuida comercialmente.

Dentro da superfamilia Psylloidea quatro espécies possuem compostos volateis
emitidos pelas fémeas: C. pyricola, C. bidens, B. cokerelli e D. citri (Lubanga et al.,
2014). Destas, foram identificados os feromonios sexuais apenas de C. pyricola e D.
citri.

Para C. pyricola foi identificado o composto 3-metil-heptacosano como a

substancia liberada pelas fémeas e responsavel pela atracdo do macho para o
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acasalamento. O composto foi testado em laboratério e em campo e em ambos 0s testes
ndo houve atratividade para o sexo feminino, apenas para o sexo masculino (Guédot et
al., 2009a).

Para D. citri, o extrato cuticular de machos e de fémeas apresentaram algumas
similaridades. O &cido dodecandico estava presente em maior quantidade nos extratos
de fémeas. Testes comportamentais com machos de D. citri mostraram a escolha
preferencial do braco do olfatdmetro contendo &cido dodecanoico (Mann et al., 2013), e
em campo uma maior quantidade de acido dodecandico atraiu significativamente mais
machos do que fémeas. Porém, em quantidade baixas, a atratividade foi semelhante as
armadilhas controle. Os autores sugerem que mais de um componente dos
hidrocarbonetos cuticulares sdo utilizados para atratividade de D. citri (Mann et al.,
2013). Nos extratos de G. spegazziniana ndo foram identificadas as substancias
presentes nos extratos dos psilideos C. pyricola e D. citri, sendo necessarios mais
estudos para a identificagdo dos demais compostos presentes nos extratos G.
spegazziniana.

Os resultados apresentados comprovam que machos e fémeas de G.
spegazziniana sdo atraidos para brotos de erva-mate infestados por fémeas. Néo é
possivel afirmar através destes resultados se a presenca da planta hospedeira é
necessaria para a atracao sexual. Mas apenas a presenca dos volateis foi suficiente para
atrair machos e fémeas para fémeas coespecificas. Estudos adicionais sdo necessarios
para verificar a atracdo de machos e fémeas para 0s extratos cuticulares de seus
coespecificos. Extratos de fémeas mais concentrados, contendo maior quantidade de
feromonio sexual, precisam ser analisados para confirmar se ha apenas um componente

feromonal para G. spegazziniana.
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Anexos

LU

Figura 1 Individuos adultos de G. spegazziniana. a - fémea, vista dorsal; b - fémea, vista
ventral; ¢ - macho, vista dorsal; d - macho, vista ventral. Foto: Adriana H Walerius

Figura 2 a) Olfatdmetro em Y utilizado para os testes olfativos de G. spegazziniana. b)
Detalhe da cuba contendo as fontes de odor.
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Figura 3 Porcentagem de resposta de fémeas e machos virgens de G. spegazziniana aos
volateis de fémeas virgens em olfatbmetro em Y. * indica diferenca estatistica
significativa (Teste y2, p < 0,05).
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Figura 4 Porcentagem de resposta de fémeas e machos virgens de G. spegazziniana aos
volateis de machos virgens em olfatbmetro em Y. * indica diferenca estatistica
significativa (Teste 2, p < 005).
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Tabela 1. Tempo médio (min) de escolha por machos e fémeas de G. spegazziniana para
o0s estimulos olfativos

Estimulo olfativo  Individuo testado Tempo medio (min) Valor p
Controle= 06:26
macho 0,13
Estimulo= 08:07
25 fémeas

Controle=08:08
fémea 0,86
Estimulo=06:44

Controle=06:35
macho 0,60

Estimulo=07:24
25 machos

Controle=07:30
fémea 0,60
Estimulo=06:40
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Figura 5. Comparacdo das cromatografias e espectrdmetro de massas dos volateis
obtidos de machos e fémeas de G. spegazziniana. A - picos encontrados em ambos 0s
sexos. B - picos encontrados em ambos, salientando um pico fémea-especifico. C -
espectro de massas do composto do feromdnio sexual da fémea.
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Permissions
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Please provide a one-paragraph long abstract of up to 250 words. The abstract should

not contain any undefined abbreviations or unspecified references.

Keywords
Please provide 4 to 6 keywords which can be used for indexing purposes.
Text
Text Formatting Manuscripts should be submitted in Word.
o Set page as A4 size and margins at 1 inch.
o Use a normal, plain font (e.g., 12-point Times Roman) for text.
o Lines must be double spaced.
o The name of insect and mite species must be written in full and followed by the
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o Use the automatic page numbering function to number the pages. o Do not use
field functions.
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o Use the table function, not spreadsheets, to make tables.
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o Save your file in doc format. Do not submit docx files.

Headings
Please use no more than three levels of displayed headings. Headings in bold, sub-
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Abbreviations

Abbreviations should be defined at first mention and used consistently thereafter.
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Names should also be listed in full at the beginning of a paragraph or sentence. E.g.,
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citation, and they should never include the bibliographic details of a reference. They
should also not contain any figures or tables. Footnotes to the text are numbered
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authors of the article are not given reference symbols. Always use footnotes instead of

endnotes.

Acknowledgments
Acknowledgments of people, grants, funds, etc. should be placed in a separate section

before the reference list. The names of funding organizations should be written in full.

References

Citation

Cite references in the text by name and year in parentheses. References to more than
one publication are chronologically ordered, separated by commas. Use ‘&’ for two
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restricted-circulation materials (such as institutional documentation and research
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For the best quality final product, it is highly recommended that you submit all of your
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be produced to the highest standards with the greatest accuracy to detail. The published
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Electronic Figure

Submission Supply all figures electronically.
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For vector graphics (line art), the preferred format is EPS; for halftones, please use
TIFF format. MS Office files are also acceptable.

Vector graphics containing fonts must have the fonts (Calibri type) embedded in the
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Scanned line drawings and line drawings in bitmap format should have a minimum
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Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files.
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If black and white will be shown in the print version, make sure that the main
information will still be visible. Many colors are not distinguishable from one another
when converted to black and white. A simple way to check this is to make a xerographic
copy to see if the necessary distinctions between the different colors are still apparent.

If the figures will be printed in black and white, do not refer to color in the captions.

Color illustrations should be submitted as RGB (8 bits per channel).

Figure Lettering

To add lettering, please use Calibri font only.

Keep lettering consistently sized throughout your final-sized artwork, usually about 2—3
mm (8-12 pt).

Variance of type size within an illustration should be minimal, e.g., do not use 8-pt type
on an axis and 20-pt type for the axis label.

Avoid effects such as shading, outline letters, etc. Do not include titles or captions

within your illustrations.

Figure Numbering

All figures are to be numbered using Arabic numerals.

Figures should always be cited in text in consecutive numerical order.

Figure parts should be denoted by lowercase letters (a, b, c, etc.).

If an appendix appears in your article and it contains one or more figures, continue the
consecutive numbering of the main text. Do not number the appendix figures, "Al, A2,
A3, etc." Figures in online appendices (Electronic Supplementary Material) should,

however, be numbered separately.

Figure Captions

Each figure should have a concise caption describing accurately what the figure depicts.
Include the captions in the text file of the manuscript, not in the figure file.

Figure captions begin with the term Fig followed by a space and the figure number,
both in roman type (e.g., Fig 1). No punctuation is to be included after the number.
Identify all elements found in the figure in the figure caption; and use boxes, circles,
etc., as coordinate points in graphs.

Identify previously published material by giving the original source in the form of a
reference citation at the end of the figure caption.
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Figure Placement and Size

When preparing your figures, size figures to fit in the column width.

Figures should be 39 mm, 84 mm, 129 mm, or 174 mm wide and not higher than 234
mm.

Permissions

If you include figures that have already been published elsewhere, you must obtain
permission from the copyright owner(s) for both the print and online format. Please be
aware that some publishers do not grant electronic rights for free and that Springer will
not be able to refund any costs that may have occurred to receive these permissions. In

such cases, material from other sources should be used.

Accessibility

In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of your

figures, please make sure that:

o All figures have descriptive captions (blind users could then use a text-to-speech
software or a textto-Braille hardware)

o Patterns are used instead of or in addition to colors for conveying information
(color-blind users would then be able to distinguish the visual elements)

o Any figure lettering has a contrast ratio of at least 4.5:1

Electronic Supplementary

Material Springer accepts electronic multimedia files (animations, movies, audio, etc.)
and other supplementary files to be published online along with an article. This feature
can add dimension to the author's article, as certain information cannot be printed or is

more convenient in electronic form.

Submission

Supply all supplementary material in standard file formats.

Please include in each file the following information: article title, journal name, author
names; affiliation and e-mail address of the corresponding author.

To accommodate user downloads, please keep in mind that larger-sized files may
require very long download times and that some users may experience other problems

during downloading.
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Audio, Video, and Animations

Always use MPEG-1 (.mpg) format.

Text and Presentations
Submit your material in PDF format; .doc or .ppt files are not suitable for long-term

viability. A collection of figures may also be combined in a PDF file.

Spreadsheets

Spreadsheets should be converted to PDF if no interaction with the data is intended.

If the readers should be encouraged to make their own calculations, spreadsheets
should be submitted as .xIs files (MS Excel).

Specialized Formats
Specialized format such as .pdb (chemical), .wrl (VRML), .nb (Mathematica
notebook), and .tex can also be supplied.

Collecting Multiple

Files It is possible to collect multiple files in a .zip or .gz file.

Numbering

If supplying any supplementary material, the text must make specific mention of the
material as a citation, similar to that of figures and tables.

Refer to the supplementary files as “Online Resource”, e.g., "... as shown in the

animation (Online Resource 3)", “... additional data are given in Online Resource 4”.

Name the files consecutively, e.g. “ESM_3.mpg”, “ESM_4.pdf”.

Captions
For each supplementary material, please supply a concise caption describing the content
of the file.

Processing of supplementary files

Electronic supplementary material will be published as received from the author without

any conversion, editing, or reformatting.
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Accessibility
In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of your
supplementary files, please make sure that:
o The manuscript contains a descriptive caption for each supplementary material.
o Video files do not contain anything that flashes more than three times per second

(so that users prone to seizures caused by such effects are not put at risk).

After acceptance

Upon acceptance of your article you will receive a link to the special Author Query
Application at Springer’s web page where you can sign the Copyright Transfer
Statement online and indicate whether you wish to order OpenChoice, offprints, or
printing of figures in color.

Once the Author Query Application has been completed, your article will be processed

and you will receive the proofs.

Open Choice

In addition to the normal publication process (whereby an article is submitted to the
journal and access to that article is granted to customers who have purchased a
subscription), Springer provides an alternative publishing option: Springer Open
Choice. A Springer Open Choice article receives all the benefits of a regular
subscription-based article, but in addition is made available publicly through Springer’s

online platform SpringerLink.

Copyright transfer

Authors will be asked to transfer copyright of the article to the Publisher (or grant the
Publisher exclusive publication and dissemination rights). This will ensure the widest
possible protection and dissemination of information under copyright laws. Open
Choice articles do not require transfer of copyright as the copyright remains with the
author. In opting for open access, the author(s) agree to publish the article under the

Creative Commons Attribution License.

Offprints
Offprints can be ordered by the corresponding author.
Color IHllustrations
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Online publication of color illustrations is free of charge. For color in the print version,

authors will be expected to make a contribution towards the extra costs.

Proof Reading

The purpose of the proof is to check for typesetting or conversion errors and the
completeness and accuracy of the text, tables and figures. Substantial changes in
content, e.g., new results, corrected values, title and authorship, are not allowed without
the approval of the Editor.

After online publication, no further changes can be made to the article. Scientific errors

can be corrected by means of an Erratum, which will be hyperlinked to the article.

Online First
The article will be published online after receipt of the corrected proofs. This is the
official first publication citable with the DOI. After release of the printed version, the

paper can also be cited by issue and page numbers.
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Anexo 2 - Normas da Revista do Cap. 2

Revista International Journal of Development Research

Author Guidelines

Review Process:

All research papers submitted to Online International Journal of Development
Research are reviewed by reviewers, editor and members of the editorial board.
Decisions on the manuscripts will be taken as rapidly as possible.

Manuscript submission: The work which is neither published before nor under
consideration for publication anywhere else can be submitted for publication to
this journal. The publication must be approved by co-workers and authorities
wherever applicable. The publisher shall not be held legally responsible for any
claims for compensation, if arise.

Online submission: Authors are required to submit their manuscripts online.
They can upload their manuscript files as per instructions given on the website.

Permission: Authors wishing to reproduce any figure, table or text of another
source are required to obtain permission from the copyright owner(s). Such
permission evidence should be included while submitting the research article to
this journal.

Types of manuscripts :

* Full length research papers: Full length research papers : These research
papers should not contain more than 08-10 type written pages including figures,
tables and references.

* Short communications: These communications should not contain more
than 04-06 type written pages including figures, tables and references.

* Case studies: These case studies should not contain more than 06-08 type
written pages including abstract, keywords, figures, tables and references.

Preparation of manuscript :

Manuscript submitted to International Journal of Development Research
should be structured in the following manner.

Title page: It should include

a) Concise and informative title (Size 14 in Times New Roman, Words- No
exceeding 40) .

b) Name(s) of the author(s) represented by superscripts with affiliation and
addresses of all author(s).

e.g. Indu A. George?, Bindu S. Maurya? and Ramjan M. Mulani®
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aDepartment of Life Science, University of Mumbai, Santacruz (E), Mumbai
400098.

bDepartment of Botany, Seth LU and MV College, Andheri (E), Mumbai 416
810.

The email address, telephone and fax numbers of the corresponding author
should be given.

Abstract: The abstract should not contain more than 200 words for a full length
paper and 100 words for a short communication. Also, the abstract should not
contain any undefined abbreviations. The text should be in Times New Roman
type with 12 font.

Keywords: Please provide 4-5 keywords which can be used for indexing
purpose.

Text: For full length papers, text should be divided into following sections
Introduction, Materials and Methods, Results , Discussion , Acknowledgements
and References (Use normal plain font of 10-point Times New Roman for text).
Automatic page numbering should be used.

For short communication, there should not be any heading except Abstract,
Keywords, Acknowledgements and References.

Acknowledgements: Acknowledgements of people for any technical
assistance and funding agencies for financial support should be in separate
section before references. The names of funding agencies should be given in
full.

References: Only works actually cited in the text should be included in the
references. Reference list should be alphabetized in the last names of the first
author of each research paper.

Journal article: Kumar, R. , Sharma, K., and Agarwal, V. ( 2005) In vitro clonal
propagation of Holarrhena antidysentrica (L) Wall. through nodal explants from
mature trees. In vitro Cell Dev Biol -Plant. 41, pp.137-144

Book: Naik, V.N. (1998) Flora of Marathwada, Vol.l, Amrut Publication,
Aurangabad, India.

Dissertation/thesis: Zore, G. B.(2005) Pharmacological studies of Taverniera
cuneifolia (Roth) Arn.; a substitute for commercial liquorice. Ph. D. Thesis in
Biotechnology. Faculty of Science, Swami Ramanand Teerth Marathwada
University, Nanded (MS) India.

Journal article on internet: Dwiwedi, R. S. (2004) Un-nurtured and untapped
super sweet non-sacchariferous plant species in India. Available online at
http://www.ias.ac.in/currsci/junl0/articles19.htm

Conference proceedings: Zore, G.B., Kulkarni, S.S, Surwase, B.,S.,
Meshram, Nisha and S. Mohan Karuppayil (2006) Quality control of commercial
liquorice samples by chemical finger printing. Proceedings of National
Conference on Bioactive compounds; New frontiers and therapeutic usage
(BCNFTO), held at School of Life Sciences, SRTM University,Nanded. Feb 12-
14; pp 213-224.
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Book Chapter
Webpage
Figures and tables

Tables: Tables numbered using Arabic numerals should be given on separate
page at the end of manuscript.

Figures :
« Each figure should be given in separate file.
« All figures should be cited in the text in consecutive numerical order.
o Figure parts must be denoted by lowercase letters (a, b, c.... etc)
« Each figure should have concise and informative caption.
e The captions for the figures should be placed at the end of the text in the

manuscript file.

Copyright transfer: After acceptance of the research article, it is necessary for
authors to transfer copyright to the publisher.

65



