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Resumo

A comunicacgao vibracional de insetos pode ser definida como a comunicagao
através de sinais vibracionais transmitidos através de um substrato. Este tipo de
comunicagcdo é um fato conhecido no mundo académico e relativamente bem
estudado para insetos de varias Ordens. Os Pentatomidae utilizam a comunicagao
vibracional durante o comportamento reprodutivo, emitindo sinais que transmitem
informacao de espécie, localizacdo, sexo e disponibilidade para o acasalamento
dos parceiros. At¢é o momento os estudos da comunicagdo vibracional de
Pentatomidae tém abordado principalmente aspectos basicos como: identificacédo
do repertério de sinais de cada espécies, comparagao de sinais entre espécies e
populacdes de diferentes regides geograficas, fungdes bioldgicas de cada tipo de
sinal e utilizagcdo dos sinais para movimentagdo direcionada pelos insetos.
Contudo, a total compreensdo da comunicagdo vibracional oferece grande
perspectiva para sua aplicagdo no manejo de pragas através do desenvolvimento
de metodologias e técnicas para monitoramento e/ou controle de pragas. Neste
trabalho apresentam-se o0s aspectos basicos do estudo da comunicagao
vibracional de pentatomideos, descrevendo técnicas, equipamentos,
procedimentos experimentais e metodologias de analise desenvolvidos, adaptados
e utilizados no Laboratério de Bioecologia e Semioquimicos de insetos da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.



Abstract

Vibratoional communication in insects can be defined as communication through
vibratory signals propagated by substrate. This kind of communication is well
known in academic world and has been used for studies of several insect’s orders.
The true bugs (Heteroptera: Pentatomidae), use vibratory communication in
reproductive behaviour emitting signals that carry information about species, mate
location, sex and receptivity. Until now studies of vibratory communication of
Pentatomidae has been oriented, principally, to basic aspect like: species signal
repertory identification, comparison of signals of different species or populations
from different geographic regions, identification of biological functions of each
signal and mechanisms of directional movements of bugs mediated by signals.
However, total comprehension of vibratory communication offer great perspective
for their utilization in pest management through the development of methodologies
and techniques for monitoring and/or pest control. This work reports all basic
aspects of vibratory communication in pentatomids focusing techniques,
equipments, experimental procedures and methodologies, adapted for studies of
insect behaviours and used in the Laboratory of Bioecology and Semiochemicals
of Insects of Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
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Metodologias para estudo da
comunicagao vibracional de insetos e
sua aplicagcao ao manejo de pragas

Raul Laumann

Maria Carolina Blassioli Moraes
Andrej Cokl

Miguel Borges

Introducao

A emissao de sinais vibracionais através de substratos pelos insetos ja é
conhecida ha muito tempo (inicio da década de 1960). Mas somente a partir do
final da década de 1980, com os primeiros relacionando sinais vibracionais e
comportamentos especificos de insetos, percebeu-se que esses sinais poderiam
ter uma importante funcdo desencadeando ou modulando comportamentos dos
insetos Cokl e Virant-Doberlet (2003).

Estes sinais sdo produzidos pela vibragdo de alguma parte do corpo do
inseto e é propagada pelo substrato, geralmente plantas. O sinal é recebido e
detectado por receptores localizados nas patas, chamados de scolopidia.

Nos insetos, os sinais vibracionais, assim como a comunicagao sonora, tém
diversas fungdes como, por exemplo, comunica¢cao de parceiros durante a etapa
reprodutiva, marcacdo de territério ou defesa (VIRANT-DOBERLET e COKL,
2003).

Entre os insetos que se comunicam através de sinais vibracionais
encontram-se os percevejos (Pentatomidae). Para estes insetos a fungéo proposta
para a comunicagao vibracional € a de intervir durante a etapa reprodutiva onde
atuam na troca de informacao entre os individuos, quando estes se encontram a
distancias moderadas (1 a 2 metros) ou curtas (poucos centimetros ou contatos
fisicos). Os insetos recebem e enviam informacéo a respeito do sexo do inseto
que esta “cantando”, receptividade para a cépula e localizacdo (COKL e VIRANT-
DOBERLET, 2003).

Em geral, os sinais vibracionais de percevejos sdo produzidos por vibragao
dos primeiros escleritos abdominais, movimentados por musculos especiais. Esta
vibragao se transmite através das patas, que atuam como “molas”, para propagar
o sinal para as plantas. Os sinais gerados, por este mecanismo, sdo de baixa
freqléncia, na faixa de 50 a 200 Hz, com a maior parte dos sinais ficando em
torno de 100 Hz (COKL e VIRANT-DOBERLET, 2003).

Estudos tém mostrado que as freqléncias e as propriedades espectrais, na
quais sdo emitidos os sinais, estdo precisamente ajustadas para uma o6tima
transmissao dos mesmos através dos tecidos das plantas (MIKLAS et al., 2001).



Cokl e Virant-Doberlet (2003) demonstraram que sinais de fémeas podem
transmitir-se, sem atenuacao, por distancias maiores que 2 metros e, ainda nestas
distancias, os machos podem responder a estes sinais, garantindo uma perfeita
comunicacao em distancias consideraveis.

O tipo de vibracdo que os pentatomideos emitem pode ser divido em duas
categorias 1- sinais de chamamento para comunicagdo de médio-alcance, atraves
dos quais machos e fémeas iniciam a comunicagao e 2- sinais de acasalamento
para reconhecimento e atrag&do a curta distancia (MIKLAS et al, 2003). Existem
também sinais de rivalidade que sao produzidos quando dois machos disputam
uma fémea.

Outro aspecto fundamental da comunicagéo vibracional em percevejos € o
alto grau de especificidade dos sinais emitidos. A partir dos trabalhos pioneiros de
Cokl et al. (1972, 1978), a comunicagao por este tipo de sinais tem sido descrita
para varias espécies de percevejos e para diferentes populagbes da mesma
espécie (ver referéncias em COKL e VIRANT-DOBERLET, 2003 e VIRANT-
DOBERLET e COKL, 2004). Recentemente, Moraes et al. (2005a) descreveram
os sinais vibracionais de quatro espécies que ocorrem no Brasil, Thyanta perditor
(F.), Acrosternum impicticorne (Stal), Piezodorus guildinii (Westwood) e Euschistus
heros (F.).

A informacao disponivel até o momento permite indicar que cada espécie
analisada emite um padrdo caracteristico de sinais reconheciveis pelas suas
variacoes fisicas (frequéncia dominante e subdominantes, amplitude dos picos de
freqUéncia, etc.) e, principalmente, temporais (duragdo dos pulsos, tempo de
repeticdo, numero de pulsos numa sequéncia, etc.). Esta especificidade pode
estender-se até para populacbes da mesma espécie. MIKLAS et al. (2003),
mostraram que machos de N. viridula de populacbes da Franca e de Guadalupe
preferem os sons emitidos pelas fémeas da mesma regido geografica. Esta
espeécie apresenta um amplo padrdo de variagdo nos sinais emitidos por
individuos de populacdes de diferentes regides (VIRANT-DOBERLET e COKL,
2004).

Esta elevada especificidade na comunicacio vibracional pode ser um dos
pontos chave na comunicagao reprodutiva de percevejos e tem sido proposto
como mecanismo de isolamento reprodutivo em Thyanta pallidovirens e Thyanta
custator acerra (MCBRIEN et al., 2002). Estas duas espécies nearticas
apresentam a mesma mistura feromonal, inclusive quantitativamente, mas emitem
um complexo de sinais vibracionais diferente.

A despeito dos avangos realizados nesta area, ainda existem varios
aspectos da comunicacéao vibracional que precisam ser estudados, especialmente
aqueles orientados a estabelecer a relacédo entre: os comportamentos de atragao,
acasalamento e copula com os diferentes sinais vibracionais observados, a
interagcédo entre feromoénios sexuais e sinais vibracionais e a importancia relativa de
cada um destes sinais (quimicos e fisicos) nas diferentes etapas do
comportamento reprodutivo de pentatomideos.

Essas informagdes sao importantes para uma completa compreensao da
reprodugdo de percevejos e dos sinais envolvidos, o que pode auxiliar no
desenvolvimento de novas metodologias de manejo de pragas através da
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utilizacdo de sinais quimicos (feroménios) e fisicos (sons vibracionais) para
monitoramento e/ou controle.

Neste trabalho serdo apresentadas as metodologias adaptadas e
desenvolvidas no Laboratorio de Bioecologia e Semioquimicos de Insetos da
Embrapa recursos Genéticos e Biotecnologia, para registro e analise da
comunicacgédo vibracional de insetos, equipamentos utilizados e alguns exemplos
dos resultados dos estudos desenvolvidos até o momento.

Metodologias Aplicadas

Insetos

Para estudo dos sinais vibracionais € importante dispor de insetos com
idade conhecida e no mesmo estado fisiologico. Desta maneira, o material
biolégico sera homogéneo, excluindo variaveis que podem complicar a analise
posterior dos sinais registrados. No presente estudo os insetos utilizados provem
de col6nias de laboratério mantidas em salas climatizadas a 26.0 + 0.5 °C e 65 +
10 % UR.

Os insetos sdo alimentados com sementes de girassol (Helianthus annuus
(L.)), graos soja (Glycine max (L.) Merrill.), amendoim cru (Arachis hypogaea (L.))
e vagem (Phaseolus wvulgaris (L.). Para algumas espécies, a dieta é
complementadas com buqué de ramos com flores e frutos de plantas “invasoras”,
picdo (Bidens pilosa), falso boldo (Boldea fragans) e soja perene (Glycine wightii).

Estudos anteriores sobre o comportamento de pentatomideos, como por
exemplo, E. heros, mostraram que estes apresentam comportamento reprodutivo
durante todo o periodo de fotofase (8:00 as 18:00 hs) (BORGES et al. 1998a,
COSTA et al. 1998, 2000). Mas os maiores indices de acasalamento e copula
ocorrem no final da tarde, apds as 15:00 horas. Dessa maneira os experimentos
para registro de sinais vibracionais sdo conduzidos neste periodo, ou bem os
insetos sao pré-condicionados através de inversao do ciclo fotofase/ escotofase.

Os insetos utilizados sdo sexualmente maduros (10 a 15 dias de idade
adulta, dependendo da espécie) e virgens. Para evitar qualquer interferéncia de
outros sinais, apds atingirem a idade adulta, os insetos sdo separados por sexo e
mantidos em salas de criagcao diferentes até o momento de serem utilizados nos
experimentos.

Condigoes da sala de trabalho

Para registro de sinais de baixa frequéncia € muito importante dispor de
uma sala com isolamento acustico e livre de sinais (elétricas ou magnéticas) que
possam interferir durante o processo de captura e gravagdo. Desta maneira, &
importante que a sala esteja isolada de quadros de luz, centrais telefénicas, redes
de computadores, entre outros.

No nosso laboratério, além destas precaugdes, as arenas para registro dos
sinais vibracionais sdo colocadas numa caixa de madeira (80 x 80 x 80 cm)
revestida internamente de espuma (espessura de 3 cm) (Figura 1).
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A situacéao ideal para captura de sinais vibracionais sem interferéncias é a
localizagdo das arenas, onde os insetos serdo colocados sobre uma superficie
rigida (prancha de concreto ou granito), apoiada sobre camaras de pneus com ar’,
este sistema estda em fase de adaptagdo no Laboratério de Bioecologia e
Semioquimicos de Insetos da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.

Figura 1. Aspecto Geral da sala de registro de sinais vibracionais do Laboratério
de Bioecologia e Semioquimicos de Insetos da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnoloiga. A- caixa para isolamento acustico, B- Arena de gravacdo, C-
Amplificador e consola da placa de captura de som, D- Computador com placa de
captura para digitalizagdo dos sinais capturados, pode observar-se na tela o
oscilograma de um sinal capturado e digitalizado.

Registro dos sinais vibracionais

Para capturar os sinais vibracionais, os insetos sdo colocados em arenas
de estudo formadas por uma capsula plastica (no caso de percevejos pode ser o0
fundo de uma placa de Petri plastica de 9 cm de didametro) que possui um dos
seus extremos abertos. Este extremo é colocado, invertido, acima de uma
membrana formada por papel de filtro e a arena é apoiada sobre um alto-falante,
que atua como receptor das vibragdes emitidas (Figura 2). Para evitar que o inseto

se movimente pelas paredes laterais da arena, pode-se colocar vaselina inodora.

T A. Cokl, comunicacao pessoal, 2005.
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Figura 2. Arena para registro de sinais vibracionais. A- Vista lateral da arena
montada sobre um alto-falante (1- membrana de papel filtro, 2- base de uma placa
de Petri plastica de 9 cm de didmtero. B- Vista superior da arena contendo dois
individuos de Acrosternum impicticorne. Ao lado, detalhe do amplificador “home-
made”.

Os insetos sao liberados na arena que apresenta a vantagem de, além de
permitir o registro das vibragdes emitidas, possibilitar a observagao e registro dos
comportamentos desenvolvidos pelos insetos.

O alto-falante utilizado na captura de sinais de percevejos, e que melhor
tem funcionado nas condi¢des de estudo, € um de baixa freqliéncia de resposta
40-1.200 Hz, impedéancia de 8 Q, didmetro da membrana 10 cm (Radioshack,
Taiwan).

Os sinais emitidos pelos insetos sdo capturados na membrana do alto-
falante, amplificados por um amplificador “home-made” (Figura 2B), que funciona
com um amplificador operacional TLO81CN (STMicroelectronics) e uma bateria de
9V, digitalizados por uma placa de som (Aardvark-Direct Pro 24/96) e
armazenados num comutador através do software Coll Edit Pro (Syntrillium
Software 2001). Durante este processo, os sinais podem ser monitorados em
tempo real, apés a amplificagdo, através de fones de ouvido e, visualmente,
através do registro no computador dos oscilogramas dos sinais emitidos (Figura 3)
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Figura 3. Acompanhamento em tempo real dos sinais V|braC|ona|s de uma fémea
de Piezodorus guildinii. Na figura se observa o oscilograma de quatro pulsos
completos do Canto 1 (CF1) (MORAES et al., 2005a) da forma como aparecem na
tela do computador ao serem registrados pelo programa Cool Edit Pro. A linha
indica a escala temporal (1 segundo) e a janela central inferior o tempo total do
registro na tela.

Os sinais assim registrados sdo armazenados em arquivos sonoros (wav)
0s que podem ser reproduzidos posteriormente com diferentes softwares
comerciais, no nosso caso é utilizado o software Sound Forge 4.5 (Sonic Foundry
2000) tanto para reprodugdo como para analise de diferentes parametros fisico-
temporais dos sinais.

Durante a etapa de registro dos sinais vibracionais, € muito importante a
observacao e caracterizacdo dos comportamentos que os insetos desenvolvem.
Desta maneira é possivel estabelecer a correlacédo entre o sinal emitido e um
comportamento especifico, e assim desvendar a sua fungao bioldgica. Para isto
durante o processo de captura de sinais os insetos sdo acompanhados e todos os
seus comportamentos registrados em um caderno de laboratorio. No caso
especifico do comportamento reprodutivo de percevejos os comportamentos sdo

caracterizados seguindo o trabalho de Borges et al. (1987).
Procedimentos experimentais

Os insetos sao introduzidos seguindo uma sequéncia previamente
estabelecida, que consiste em manter inicialmente uma fémea e posteriormente
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um macho, em forma individual, na arena, por um periodo de 10 minutos. Nesta
etapa é possivel registrar os sinais vibracionais de cada sexo, sem interferéncia de
outros sinais como quimicos e visuais. Posteriormente, macho e fémea sao
colocados juntos na arena, impossibilitados de ter contato fisico ou visual através
de uma membrana de papel cartolina que divide a arena em duas partes.

Apos o registro dos sinais emitidos nestas condigbes a membrana é retirada
para permitir o contato fisico e visual entre os insetos. Os insetos sdo mantidos na
arena até que realizam a cépula, aqueles insetos que ndo copulam sao retirados
da arena apds um periodo de 10 minutos sem emissdo de sinais e/ou sem
comportamentos de acasalamento ou copula evidentes. Estes procedimentos
podem variar segundo a biologia da espécie considerada e o objetivo geral do
experimento a ser desenvolvido.

Analise dos sinais registrados

Os arquivos sonoros digitais sdo analisados utilizando o software Sound
Forge. Previamente a analise, os sinais sdo depurados utilizando o ecualizador
grafico ou paramétrico do programa ou uma das opgdes de filtros, FFT ou similar,
para retirar qualquer sinal indesejado (por exemplo ruido de 60 Hz originado por
redes elétricas)

Os sinais emitidos pelos insetos podem ser analisados considerando:
pulsos, cadeias de pulsos e cangdes. Um pulso é definido como uma unidade
dentro de uma série de unidades similares, uma cadeia de pulsos é um grupo de
pulsos com caracteristicas especificas de forma e seqiéncia e uma cangao é
constituida de uma sequéncia de pulsos ou cadeias de pulsos com inicio e fim.
(COKL e VIRANT-DOBERLET, 2003) (Figura 4).

A

R
cr
B
~

1s

Figura 4. Oscilogramas do canto 2 do macho (CM-2) de Acrosternum impicticorne
(segundo MORAES et al., 2005a). A- sequéncia de cadeias de pulsos numa
cancdo. B- detalhe de uma cadeia de pulsos onde podem individualizar-se 9
pulsos. A linha indica a escala temporal da figura B. CP= cadeia de pulsos, P=
pulso individual.
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Utilizando o software acima citado podem-se gerar espectros de frequéncia
e sonogramas que permitem obter os parametros fisicos de pulsos e cadeias de
pulsos como: freqiiéncia dominante, picos de freqliéncias subdominantes, largura
espectral com 20 dB abaixo do valor de frequéncia dominante e modulagcdo de
frequéncia (diferenga de frequéncia por tempo do sinal, Hz/s) (Figura 5) (Tabela
1). As caracteristicas temporais dos pulsos/cadeias de pulsos como duragédo e
tempo de repeticao (tempo entre o inicio de um pulso ou cadeia de pulsos e o
inicio do pulso/cadeia de pulsos seguinte) e duragdo de uma cadeia e/ou cangéo
também sao consideradas para caracterizar os sinais emitidos (Tabela 1).

As cangdes sao classificadas na sequéncia em que foram registradas como
cangbes da fémea 1, 2.( CF-1, CF-2,..), cangdes do macho (CM-1, CM-2, ...) e
cangdes de rivalidade MRS (Figura 5)

Os dados sao apresentados como médias e desvio-padrao dos parametros
avaliados junto com o numero de sinais analisados (n) e o numero de individuos
(N) dos quais os sinais foram obtidos.

Intensidade 20

Intensidade 20
Relativa dB Relativa dB C F_2
40 40
60 60
80 80
—_— -100 —_—

-100:
1s 100 150 200 250 300 350 400 450 500 1s 100 150 200 250 300 350 400 450 500

Frequiéncia (Hz)

Frequiéncia (Hz)

20
Intensidade _p, Intensidade
Relativa dB Relativa dB
0 CM-2
-4
60
' ‘ .
- . *_ 0
-8
—_— 100 AL
-10 100 150 200 250 300 350 400 450 500

100 150 200 250 300 350 400 450 500 1 S

1s Frequiéncia (Hz) Frequiéncia (Hz)

Inten_sidade 20 C M _3 Inten_sidade 20 C R

Relativa dB Relativa dB
40

i 50
80 I -80
-100 -100

100 150 200 250 300 350 400 450 500 i 100 150 200 250 300 350 400 450 500

Ls Fregiiéncia (Hz) 1s Frequéncia (Hz)

Figura 5. Oscilogramas e espectros de frequéncias de cangdes emitidas durante o
comportamento reprodutivo de Thyanta perditor. CF= cangdo da fémea, CM=
canc¢ao do macho, CR= cancéao de rivalidade. Notar a clara diferenciagcao temporal
e dos espectros de frequéncia dos pulsos emitidos.



Tabela 1. Duragao, Tempo de repeticdo, Pulsos por cadeia de pulsos e frequéncia
dominante dos pulsos das cangdes emitidas por Thyanta perditor durante seu
comportamento reprodutivo.

Duragao (ms) Tempo de P/CP Freqléncia
Cancao Repeticdo (ms) dominante dos
Pulsos (Hz)
CF-1 CP 1341041944 (52/7) 1881042343 (52/7) 34421 -
(52/7)
P 210440 (117/7) 370450 (100/6) - 796 (117/7)
CF-2 P 7104290 (73/4)°A  1897+1102 (44/4)° 83+4 (81/4)°A
1462+630 (14/4)-B A 84x4 (14/4)-A
31661762 (14/4)
B
CM-1  CP  7100+696 (27/7)
P 534210 (106/6) 959+110 (106/6) 110£11 (106/6)* A
122415 (21/1)** B
CM-2 P 33904990 (40/7)* A 109412 (40/8)
4490+1290 (8/1)** B
CM-3 CP 21104460 (138/12) 5290+1380 70+7 (138/12)
(138/12)
CR P 68050 (53/4) 12504360 (53/4) 10246 (53/4)

Referéncias: ms= milisegundos, C: pulso curto, L=pulso longo, * inseto emitindo
sinais vibracionais sozinho, ** inseto emitindo sinais vibracionais em dueto com
um individuo de outro sexo, CF= cancao de fémea, CM=can¢ao de macho, CR=
cancao de rivalidade, CP= cadeia de pulsos, P= pulso. Os numeros entre
parénteses indicam o0 numero de pulsos ou cadeias de pulsos
considerados/numero de individuos considerados. Os valores seguidos por letras
maiusculas diferentes, em cada canto e parametro considerado, s&o
significativamente diferentes (Teste de Mann-Whitney p<0,05).

Além de caracterizar os sinais emitidos, a observacdo simultdnea dos
insetos durante o registro permite relaciona-los com os diferentes
comportamentos, o que permite identificar a fungao biolégica dos mesmos. Na
Figura 6 observa-se um etograma do comportamento reprodutivo de Thynata
perditor no qual foram inseridos os sinais vibracionais emitidos por machos e
fémeas em cada etapa. A Tabela 2 apresenta uma analise quantitativa da emissao
destes sinais.
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Insetos sem
contato fisico

Insetos em
contato fisico

Figura 6. Etograma dos comportamentos reprodutivos de machos e fémeas de T.
perditor (os valores entre parénteses representam o numero de insetos que
desempenharam cada atividade, n= 30 casais observados). Os quadros em verde
escuro indicam o tipo de sinal vibracional emitido pelos insetos de cada sexo

durante a sequéncia de comportamentos.
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Tabela 2. Comportamento de cépula do T. perditor correlacionado com os
estimulos vibracionais.

Estimulo Vibracional ~ Numero Total Corte Copula
(N=30 casais)

Casais que nao 07 0 0
emitiram estimulos
Casais que emitiram 23 15 13
estimulos
Canto sequienciado 08 07 06

(chamamento +
acasalamento).

Somente 09 03 01
chamamento.
Somente 06 05 06

acasalamento

Esta analise permite caracterizar os cantos CF-1, CF-2, CF-3 e CF-4,
emitidos durante a fase em que os insetos estdo separados fisicamente, como
cantos de chamamento, com funcdo de transmitir informagcao sobre localizagao
fisica, sexo, espécie e receptividade para a copula do emissor. O canto CF-3
pode ser caracterizado como canto de acasalamento, emitido pelo macho durante
o comportamento de acasalamento prévio a copula.

Além disto, a informagdo da Tabela 2 mostra que, para um completo
sucesso reprodutivo, os insetos precisam emitir os dois tipos de canto, sendo o de
acasalamento fundamental para atingirem a cépula. Os casais que ndo emitiram
nenhum tipo de sinal vibracional ou que somente emitiram o sinal de chamamento
mostraram frequéncia de acasalamento extremamente baixa (0/7 sem emissao de
sinais e 1/9 emitindo somente cantos de chamamento).

Em muitos casos as cangdes podem ser emitidas em duetos (machos com
fémeas ou machos com machos) e, nestes casos, pulsos ou cadeias de pulsos
tipicos de cada cang¢ao podem ser emitidos intercalados com pulsos ou cadeias de
pulsos de outras cancdes ou de cancdes do outro individuo participando do dueto
(Figura 7).

19



Duracéo do sinal: 24 s

CF CM CF

-GG -0
; g —al

1s

Figura 7. Sinais vibracionais em dueto de macho e fémea de Euschistus heros.
A= parte do sinal com macho e fémea cantando juntos. B= parte do sinal com
pulsos de macho e fémea intercalados, C= parte final do sinal com pulsos do
macho (CM-2, segundo MORAES et al, 2005a). CF= canto da fémea, CM= canto
do macho.

Os parametros obtidos podem ser submetidos a anadlises estatisticas
padrdo como testes de comparagdo de médias ou analise de variancia (ANOVA),
entre outros, para estabelecer o nivel de significancia entre os diferentes cantos
de um individuo, entre cantos de diferentes individuos, entre cantos de individuos
em diferentes situagdes (por exemplo, cantando sozinho ou em dueto, ver Tabela
1) ou entre cantos de diferentes espécies de insetos (Tabela 3). A analise da
Tabela 3 mostra que os sinais podem ser facilmente caracterizados através da
comparacao destes parametros, indicando elevada especificidade na
comunicagao vibracional dos Pentatomidae.
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Tabela 3. Exemplo de comparacéo intraespecifica (fémea e macho) e
interespecifica (diferentes espécies) de diferentes sinais vibracionais de
Pentatomidae. Média dos paramteros = DP.

Espécie Cancado Duracgao do Pulso Tempo de Frequéncia
(ms) repeticdo (ms) Dominante (Hz)
Acrosternum
impicticorne
CF-1 112+ 11 A 960+ 79 A 100+ 5A
n=159 n=89 n=78
CM-1 280,00 + 12,00 B 410+ 23 8B 94+6C
n=50 n=50 n=57
Piezodorus
guildinii
CF-1 4908 + 641 C NM 168+ 10D
n=70 n=35
CM-1 24+ 5D 30+8C 117+10 E
n=45 n=45 n=45
Thyanta
perditor
CF-1 210+408B 370+ 50D 79+6 F
n=117 n=100,00 n=117,00
CM-1 522 + 176 E 959+ 411 A 122+ 15G
n=127 n=90 n=21

Referéncias: CF= cancdo de fémea, CM=can¢ao de macho, NM= paramtero nao
medido. Os valores médios em cada coluna seguidos por diferente letra maiuscula
indicam diferencias significativas (ANOVA F5 s62= 4664,0 p<0,001 para Duragao do
pulso, F4369=260,28 p<0,001 para tempo de repeti¢cao e F5347=804,9 p<0,001 para
FreqUéncia dominante, comparacao de médias Teste Student Newmans Kewls
p<0,05). Todos os parametros considerados sdo de pulsos individuais e emitidos
por insetos colocados em forma individual na arena de registro de sinais
vibracionais. Nos casos nos que os cantos apresentam pulsos longos e curtos,
foram considerados somente os parametros de pulsos curtos.

Reproducgao de sinais

A reprodugao dos sinais vibracionais registrados pode ser necessaria para
diferentes experimentos, como por exemplo, investigar a influencia de uma cangao
na emissao de cangdes por outros individuos ou determinar a maneira como um
sinal pode influenciar na movimentagao dos insetos.

Para isto, € necessario reproduzir os sinais com as mesmas caracteristicas
fisicas com que o sinal é emitido pelo inseto, isto é, mesma frequéncia,
intensidade e temporalidade evitando distor¢cées. Para reproducdo dos arquivos
sonoros, € utilizado o software Sound Forge. Os sinais reproduzidos sao
amplificados, para poder controlar precisamente a intensidade do sinal emitido, e
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posteriormente, emitidos através de um alto-falante, com as mesmas
especificagdes que as descritas acima.

Tratando-se de sinais vibracionais, a reprodugdo dos mesmos requer a
transmissao destas vibragcbes para as superficies a serem utilizadas durante os
experimentos. Para isto podem ser utilizados diferentes materiais acoplados a
alto-falantes para transmitir as vibragdes. No trabalho que vem sendo
desenvolvido no Laboratério de Recursos Genéticos e Biotecnologia, apés
experimentagdo com diferentes materiais tem se optado por cones de polietileno
(50 mm altura x 5.5 mm base) e arames de ago-carbono. Os cones plasticos séo
colados no centro do alto-falante utilizando adesivo instantdneo ou massa de
modelar, os arames de ago carbono sdo encaixados na membrana do alto-falante
ou se aderem utilizando fita crepe. Com estes materiais e disposi¢ao € possivel
obter excelentes resultados na transmissao dos sinais (Figura 8 e Figura 9).
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-40
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' ’|‘ TRP=3090,0 + 990,13
_ FDP= 130,5 + 1,64

100 150 200 250 300 350 400 450 500
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*-o® 9 9

B Intensidade .20
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o DP=1283,17 + 144,72
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e e 100 41 FDP=130,5+ 1,64

100 150 200 250 300 350 400 450 500
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"” | ‘ TRP= 3104,0 + 1090,63
- 9o<¢ - - il FDP= 130,5 + 1,64

100 150 200 250 30 30 40 40 soo
Frequéncia (Hz)

1s

Figura 8. Oscilogramas, espectro de frequéncias de um pulso e parametros
(X £ DP) do canto 1 (CF — 1 segundo Moraes et al., 2005a) de Euschistus heros
transmitido por um alto-falante e um cone de plastico (B) e por um alto-falante e
um fio de ago-carbono (C) para a membrana de um alto-falante a partir do qual
foram registrados. As caracteristicas fisicas e temporais do registro original se
mostram em A. DP= Duracdo do pulso (em milisegundos), TRP= tempo e
repeticdo dos pulsos (em milisegundos), FDP= frequéncia dominante do pulso (em
Hz). As setas vermelhas nos espectros de freqiéncia mostram o pico de
frequéncia dominante. Nao foram encontradas diferengas estatisticas entre os
parametros considerados (ANOVA F;15=0,18 p0,84 para DP e F,1,=0,00074
p=0,99 para TRP).
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Figura 9. Oscilogramas, espectro de frequiéncias de um pulso e paradmetros (X %
DP) do canto 1 (CM — 2 segundo MORAES et al., 2005a) de Acrosternum
impicticonre transmitido por um alto-falante e um cone de plastico (B) e por um
alto-falante e um fio de ago-carbono (C) para a membrana de um alto-falante, a
partir do qual foram registrados. As caracteristicas fisicas e temporais do registro
original se mostram em A. DCP= Duragao da cadeia de pulsos (em milisegundos),
TRCP= tempo de repeticdo da cadeia de pulsos (em milisegundos), DP= duragao
do pulso (em milisegundos), TRP= tempo de repeticdo dos pulsos (em
milisegundos) FDP= frequéncia dominante do pulso (em Hz). As setas vermelhas
nos espectros de frequéncia mostram o pico de frequéncia dominante. Nao foram
encontradas diferencias estatisticas entre os parametros considerados (Kruskal-
Wallis H=4,66 gl=2 p=0,10 para DCP, Kruskal-Wallis H=0,36 gl=2 p=0,84 para
TRCP, ANOVA F394=2,94 p=0,06 para DP, ANOVA F;54=0,05 p=0,95 para TRP e
ANOVA F;,60=2,21 p=0,12 para FDP).
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Simultaneamente a reproducéo do som, é possivel gravar a emissao destes
sinais e/ ou a resposta emitida pelo inseto, utilizando um dispositivo similar
colocado em outra parte das superficies em teste. Os sinais reproduzidos e os
emitidos pelos insetos podem ser registrados, o que permite avaliar a maneira
como estes sinais se modificam na passagem pelas superficies e/ou a resposta de
um inseto ao som reproduzido.

A reproducao de sinais vibracionais pode ser utilizada em duas situacdes:
1- para transmitir sinais através de plantas e 2- para transmitir sinais através de
superficies artificiais em arenas de experimentacao.

Os sinais retransmitidos atraves de plantas se utilizam para estudar a forma
em que estes se propagam pelo substrato e como estes modificam os
comportamentos de insetos nelas presentes.

A retransmissao de sinais através de plantas esta sendo utilizada, também,
para estudar a influéncia de sinais vibracionais no comportamento de busca de
hospedeiros do parasitdide Telenomus podisi (Hymenoptera: Scelionidae). Neste
caso foi estudada a influéncia de sinais vibracionais do repertério de can¢des do
percevejo-marrom E. heros. Os sinais previamente registrados foram
reproduzidos, com a metodologia acima descrita, em plantas de feijdo com duas
folhas verdadeiras totalmente expandidas (Figura 10). Estas plantas fornecem um
excelente sistema de experimentagdo, ja que permitem emitir sinais numa das
folhas (tratamento) deixando a folha oposta como controle. Na area de ramificagao
no caule principal se estabelece uma area de escolha para a movimentacdo dos
insetos.

Figura 10. Dispositivo utilizado para bioensaios em plantas com transmissédo de
sinais vibracionais. A- folha da planta sem vibra¢des (area controle), B- folha da
planta recebendo vibragbes (area tratamento), C- cone de plastico, D- alto-falante
para reproducao dos sinais, F- amplificador, G- conexao para o computador.
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Fémeas de T. podisi (24-48 hs. de idade adulta e sem experiéncia de
oviposi¢ao) foram colocadas no base do caule das plantas e seus movimentos
observados e registrados durante um periodo de 10 minutos. Os resultados dos
experimentos realizados até o momento permitem indicar que o parasitdide €&
atraido preferencialmente pelos sinais vibracionais das fémeas (Figura 12 A e B).
Os mesmos procedimentos experimentais foram utilizados para estudar o
comportamento do parasitéide em uma arena de dupla escolha construida com
uma prancha de acrilico em formato de “Y”. Para reproduzir os sinais, o piso da
arena foi revestido com uma base de isopor (4 mm) sobre o qual é adaptada uma
membrana de polipropileno a que é ligada, através de fios de cobre, a membrana
de um alto falante (Figura 11). Os resultados dos experimentos com T. podisi
nesta arena mostram a mesma tendéncia que os resultados obtidos em plantas
(Figura 12 A e B).

Figura 11. Dispositivo utilizado para bioensaios em arena com transmissdo de
sinais vibracionais. A- conexao para o computador, B- amplificador, C- alto-
faltante, D- cone de plastico, E- membrana de polipropileno, F- base de isopor, 1-
Area controle (sem vibragdo), 2- area tratamento (com vibragdo), 3- Area de
liberagao dos insetos.
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Figura 12. Escolha inicial (A) e Tempo de Residéncia (B) de fémeas de T. podisi
em areas de plantas de feijdo com sinais vibracionais (tratamento) e sem sinais
vibracionais (controle). Escolha inicial (C) e Tempo de Residéncia (D) de fémeas
de T. podisi em éareas de uma arena com sinais com sinais vibracionais
(tratamento) e sem sinais vibracionais (controle). * indica diferencias significativas
entre areas Tratamento e Controle (Teste de Wilcoxon p<0,05).
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Conclusoes e perspectivas

Os trabalhos realizados, até o momento, permitem concluir que, tanto as
metodologias adaptadas as condi¢gbes locais como as desenvolvidas para o
estudo de comunicacgao vibracional sao eficientes e permitem uma analise precisa
e pormenorizada de comportamentos e sinais envolvidos.

Os resultados obtidos mostram claramente que a comunicagao vibracional
em percevejos é extremamente importante durante o comportamento reprodutivo,
e constitui um dos fatores que possibilita o isolamento reprodutivo entre as
especies.

Os estudos com espécies que ocorrem no Brasil mostram, em coincidéncia
com resultados de outros autores (por exemplo, COKL et al., 1972, 1978, 2000 e
MCBRIEN et al., 2002), que cada espécie possui um repertdrio caracteristico de
sinais vibracionais que difere significativamente de outras espécies simpatricas
(para detalhes de algumas espécies brasileiras ver MORAES et al., 2005a).

O estudo da comunicagao vibracional de pentatomideos oferece assim
importantes perspectivas para o total entendimento do comportamento reprodutivo
destes insetos. Até 0 momento, a maior parte dos estudos tem sido orientada a
analise e compreensao da funcdo dos sinais quimicos emitidos pelos insetos
(ferombnios), considerados como a principal fonte de informagéao entre parceiros
durante a reproducdo (ALDRICH et al.,1987; BORGES et al., 1987; BREZOT et
al., 1994). Contudo, as pesquisas com sinais vibracionais mostram que, além de
feromoénios, estes sdo de grande importancia para o sucesso reprodutivo destes
insetos.

Assim sendo, a localizagdo precisa dos machos e fémeas parece nao
ocorrer somente através de dicas quimicas. Este fato pode explicar porque em
alguns experimentos de campo ferombnios, com comprovada eficiéncia no
laboratorio, falham na captura do inseto alvo. Provavelmente, algum fator da
comunicacdo nao esta presente, e os sinais vibracionais podem ser um dos
fatores a serem considerados.

Desta maneira, além da importancia cientifica, o conhecimento da
comunicagao vibracional pode ter influencia no desenvolvimento de tecnologias
para serem aplicadas em manejo de pragas. Possivelmente, no futuro, com auxilio
do desenvolvimento tecnoldgico, possa se contar com uma armadilha multi-sinal,
para ser utilizada no monitoramento ou controle de populagdes de percevejos
praga.

Na atualidade,

o grupo de pesquisas da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
estd trabalhando, em parceria com a Embrapa Instrumentagdo Agropecuaria e
com um pesquisador da USP, no desenvolvimento de um sistema com
membranas de PDVF para registro de sinais vibracionais e de um reprodutor de
sons microcontrolado. Esta tecnologia representa o passo inicial para o
desenvolvimento de uma armadilha sonora para percevejos.

Os resultados obtidos no estudo da influéncia de sinais vibracionais no
comportamento de busca de hospedeiros do parasitéide de ovos T. podisi também
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resultam de extremo interesse, ja que constituem o primeiro registro de um
parasitdide, que n&o ataca hospedeiros que vivem em condi¢des cripticas,
utilizando sinais vibracionais para orientar-se. Além disto, os sinais relacionados
com o comportamento de busca, em parasitdides da Familia Scelionidae, até o
momento tem sido sinoménios de plantas (COLAZZA et al., 2004; MORAES et al.,
2005b) ou componentes de feromdnios sexuais ou de alarme de percevejos
(BORGES et al., 1998b, 1999; BORGES e Aldrich, 2001; Pires et al., 2001). Assim
o estudo da comunicagao vibracional de percevejos podera ter aplicagdes,
também, no controle bioldgico.
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Resumo

A comunicação vibracional de insetos pode ser definida como a comunicação através de sinais vibracionais transmitidos através de um substrato. Este tipo de comunicação é um fato conhecido no mundo acadêmico e relativamente bem estudado para insetos de várias Ordens. Os Pentatomidae utilizam a comunicação vibracional durante o comportamento reprodutivo, emitindo sinais que transmitem informação de espécie, localização, sexo e disponibilidade para o acasalamento dos parceiros. Até o momento os estudos da comunicação vibracional de Pentatomidae têm abordado principalmente aspectos básicos como: identificação do repertório de sinais de cada espécies, comparação de sinais entre espécies e populações de diferentes regiões geográficas, funções biológicas de cada tipo de sinal e utilização dos sinais para movimentação direcionada pelos insetos. Contudo, a total compreensão da comunicação vibracional oferece grande perspectiva para sua aplicação no manejo de pragas através do desenvolvimento de metodologias e técnicas para monitoramento e/ou controle de pragas. Neste trabalho apresentam-se os aspectos básicos do estudo da comunicação vibracional de pentatomídeos, descrevendo técnicas, equipamentos, procedimentos experimentais e metodologias de análise desenvolvidos, adaptados e utilizados no Laboratório de Bioecologia e Semioquímicos de insetos da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. 


Abstract


Vibratoional communication in insects can be defined as communication through vibratory signals propagated by substrate. This kind of communication is well known in academic world and has been used for studies of several insect’s orders. The true bugs (Heteroptera: Pentatomidae), use vibratory communication in reproductive behaviour emitting signals that carry information about species, mate location, sex and receptivity. Until now studies of vibratory communication of Pentatomidae has been oriented, principally, to basic aspect like: species signal repertory identification, comparison of signals of different species or populations from different geographic regions, identification of biological functions of each signal and mechanisms of directional movements of bugs mediated by signals. However, total comprehension of vibratory communication offer great perspective for their utilization in pest management through the development of methodologies and techniques for monitoring and/or pest control. This work reports all basic aspects of vibratory communication in pentatomids focusing techniques, equipments, experimental procedures and methodologies, adapted for studies of insect behaviours and used in the Laboratory of Bioecology and Semiochemicals of Insects of Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. 
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Introdução XE "Introdução" 

A emissão de sinais vibracionais através de substratos pelos insetos já é conhecida há muito tempo (início da década de 1960). Mas somente a partir do final da década de 1980, com os primeiros relacionando sinais vibracionais e comportamentos específicos de insetos, percebeu-se que esses sinais poderiam ter uma importante função desencadeando ou modulando comportamentos dos insetos Čokl e Virant-Doberlet  (2003).

Estes sinais são produzidos pela vibração de alguma parte do corpo do inseto e é propagada pelo substrato, geralmente plantas. O sinal é recebido e detectado por receptores localizados nas patas, chamados de scolopidia.

Nos insetos, os sinais vibracionais, assim como a comunicação sonora, têm diversas funções como, por exemplo, comunicação de parceiros durante a etapa reprodutiva, marcação de território ou defesa (VIRANT-DOBERLET e ČOKL, 2003).


Entre os insetos que se comunicam através de sinais vibracionais encontram-se os percevejos (Pentatomidae). Para estes insetos a função proposta para a comunicação vibracional é a de intervir durante a etapa reprodutiva onde atuam na troca de informação entre os indivíduos, quando estes se encontram a distâncias moderadas (1 a 2 metros) ou curtas (poucos centímetros ou contatos físicos). Os insetos recebem e enviam informação a respeito do sexo do inseto que está “cantando”, receptividade para a cópula e localização (ČOKL e VIRANT-DOBERLET, 2003).


Em geral, os sinais vibracionais de percevejos são produzidos por vibração dos primeiros escleritos abdominais, movimentados por músculos especiais. Esta vibração se transmite através das patas, que atuam como “molas”, para propagar o sinal para as plantas. Os sinais gerados, por este mecanismo, são de baixa freqüência, na faixa de 50 a 200 Hz, com a maior parte dos sinais ficando em torno de 100 Hz (ČOKL e VIRANT-DOBERLET, 2003). 


Estudos têm mostrado que as freqüências e as propriedades espectrais, na quais são emitidos os sinais, estão precisamente ajustadas para uma ótima transmissão dos mesmos através dos tecidos das plantas (MIKLAS et al., 2001). Čokl e Virant-Doberlet (2003) demonstraram que sinais de fêmeas podem transmitir-se, sem atenuação, por distâncias maiores que 2 metros e, ainda nestas distâncias, os machos podem responder a estes sinais, garantindo uma perfeita comunicação em distâncias consideráveis. 


O tipo de vibração que os pentatomídeos emitem pode ser divido em duas categorias 1- sinais de chamamento para comunicação de médio-alcance, através dos quais machos e fêmeas iniciam a comunicação e 2- sinais de acasalamento para  reconhecimento e atração a curta distância (MIKLAS et al, 2003). Existem também sinais de rivalidade que são produzidos quando dois machos disputam uma fêmea.



Outro aspecto fundamental da comunicação vibracional em percevejos é o alto grau de especificidade dos sinais emitidos. A partir dos trabalhos pioneiros de Cokl et al. (1972, 1978), a comunicação por este tipo de sinais tem sido descrita para varias espécies de percevejos e para diferentes populações da mesma espécie (ver referências em ČOKL e VIRANT-DOBERLET, 2003 e VIRANT-DOBERLET e ČOKL, 2004). Recentemente, Moraes et al. (2005a) descreveram os sinais vibracionais de quatro espécies que ocorrem no Brasil, Thyanta perditor (F.), Acrosternum impicticorne (Stål), Piezodorus guildinii (Westwood) e Euschistus heros (F.). 

A informação disponível até o momento permite indicar que cada espécie analisada emite um padrão característico de sinais reconhecíveis pelas suas variações físicas (freqüência dominante e subdominantes, amplitude dos picos de freqüência, etc.) e, principalmente, temporais (duração dos pulsos, tempo de repetição, número de pulsos numa seqüência, etc.). Esta especificidade pode estender-se até para populações da mesma espécie. MIKLAS et al. (2003), mostraram que machos de N. viridula de populações da França e de Guadalupe preferem os sons emitidos pelas fêmeas da mesma região geográfica. Esta espécie apresenta um amplo padrão de variação nos sinais emitidos por indivíduos de populações de diferentes regiões (VIRANT-DOBERLET e ČOKL, 2004). 


Esta elevada especificidade na comunicação vibracional pode ser um dos pontos chave na comunicação reprodutiva de percevejos e tem sido proposto como mecanismo de isolamento reprodutivo em Thyanta pallidovirens e Thyanta custator acerra (MCBRIEN et al., 2002). Estas duas espécies neárticas apresentam a mesma mistura feromonal, inclusive quantitativamente, mas emitem um complexo de sinais vibracionais diferente.


A despeito dos avanços realizados nesta área, ainda existem vários aspectos da comunicação vibracional que precisam ser estudados, especialmente aqueles orientados a estabelecer a relação entre: os comportamentos de atração, acasalamento e cópula com os diferentes sinais vibracionais observados, a interação entre feromônios sexuais e sinais vibracionais e a importância relativa de cada um destes sinais (químicos e físicos) nas diferentes etapas do comportamento reprodutivo de pentatomídeos.



Essas informações são importantes para uma completa compreensão da reprodução de percevejos e dos sinais envolvidos, o que pode auxiliar no desenvolvimento de novas metodologias de manejo de pragas através da utilização de sinais químicos (feromônios) e físicos (sons vibracionais) para monitoramento e/ou controle.



Neste trabalho serão apresentadas as metodologias adaptadas e desenvolvidas no Laboratório de Bioecologia e Semioquímicos de Insetos da Embrapa recursos Genéticos e Biotecnologia, para registro e análise da comunicação vibracional de insetos, equipamentos utilizados e alguns exemplos dos resultados dos estudos desenvolvidos até o momento.

Metodologias Aplicadas XE "Metodologias Aplicadas"  

Insetos XE "Insetos" 

Para estudo dos sinais vibracionais é importante dispor de insetos com idade conhecida e no mesmo estado fisiológico. Desta maneira, o material biológico será homogêneo, excluindo variáveis que podem complicar a análise posterior dos sinais registrados. No presente estudo os insetos utilizados provem de colônias de laboratório mantidas em salas climatizadas a 26.0 ( 0.5 o C e 65 ( 10 % UR.


Os insetos são alimentados com  sementes de girassol (Helianthus annuus (L.)), grãos soja (Glycine max (L.) Merrill.), amendoim cru (Arachis hypogaea (L.)) e vagem (Phaseolus vulgaris (L.). Para algumas espécies, a dieta é complementadas com buquê de ramos com flores e frutos de plantas “invasoras”, picão (Bidens pilosa), falso boldo (Boldea fragans) e soja perene (Glycine wightii).


Estudos anteriores sobre o comportamento de pentatomídeos, como por exemplo, E. heros, mostraram que estes apresentam comportamento reprodutivo durante todo o período de fotofase (8:00 às 18:00 hs) (BORGES et al. 1998a, COSTA et al. 1998, 2000). Mas os maiores índices de acasalamento e cópula ocorrem no final da tarde, após às 15:00 horas. Dessa maneira os experimentos para registro de sinais vibracionais são conduzidos neste período, ou bem os insetos são pré-condicionados através de inversão do ciclo fotofase/ escotofase. 

Os insetos utilizados são sexualmente maduros (10 a 15 dias de idade adulta, dependendo da espécie) e virgens. Para evitar qualquer interferência de outros sinais, após atingirem a idade adulta, os insetos são separados por sexo e mantidos em salas de criação diferentes até o momento de serem utilizados nos experimentos.

Condições da sala de trabalho XE "Condições da sala de trabalho" 


Para registro de sinais de baixa freqüência é muito importante dispor de uma sala com isolamento acústico e livre de sinais (elétricas ou magnéticas) que possam interferir durante o processo de captura e gravação. Desta maneira, é importante que a sala esteja isolada de quadros de luz, centrais telefônicas, redes de computadores, entre outros. 



No nosso laboratório, além destas precauções, as arenas para registro dos sinais vibracionais são colocadas numa caixa de madeira (80 x 80 x 80 cm) revestida internamente de espuma (espessura de 3 cm) (Figura 1). 


A situação ideal para captura de sinais vibracionais sem interferências é a localização das arenas, onde os insetos serão colocados sobre uma superfície rígida (prancha de concreto ou granito), apoiada sobre câmaras de pneus com ar
, este sistema está em fase de adaptação no Laboratório de Bioecologia e Semioquímicos de Insetos da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
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Figura 1. Aspecto Geral da sala de registro de sinais vibracionais do Laboratório de Bioecologia e Semioquímicos de Insetos da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnoloiga. A- caixa para isolamento acústico, B- Arena de gravação, C- Amplificador e consola da placa de captura de som, D- Computador com placa de captura para digitalização dos sinais capturados, pode observar-se na tela o oscilograma de um sinal capturado e digitalizado.


Registro dos sinais vibracionais XE "Registro dos sinais vibracionais" 

Para capturar os sinais vibracionais, os insetos são colocados em arenas de estudo formadas por uma cápsula plástica (no caso de percevejos pode ser o fundo de uma placa de Petri plástica de 9 cm de diâmetro) que possui um dos seus extremos abertos. Este extremo é colocado, invertido, acima de uma membrana formada por papel de filtro e a arena é apoiada sobre um alto-falante, que atua como receptor das vibrações emitidas (Figura 2). Para evitar que o inseto se movimente pelas paredes laterais da arena, pode-se colocar vaselina inodora. 
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Figura 2. Arena para registro de sinais vibracionais. A- Vista lateral da arena montada sobre um alto-falante (1- membrana de papel filtro, 2- base de uma placa de Petri plástica de 9 cm de diâmtero. B- Vista superior da arena contendo dois indivíduos de Acrosternum impicticorne. Ao lado, detalhe do amplificador “home-made”.


Os insetos são liberados na arena que apresenta a vantagem de, além de permitir o registro das vibrações emitidas, possibilitar a observação e registro dos comportamentos desenvolvidos pelos insetos.


O alto-falante utilizado na captura de sinais de percevejos, e que melhor tem funcionado nas condições de estudo, é um de baixa freqüência de resposta 40-1.200 Hz, impedância de 8 (, diâmetro da membrana 10 cm (Radioshack, Taiwan).


Os sinais emitidos pelos insetos são capturados na membrana do alto-falante,  amplificados por um amplificador “home-made” (Figura 2B), que funciona com um amplificador operacional TL081CN (STMicroelectronics) e uma bateria de 9V, digitalizados por uma placa de som (Aardvark-Direct Pro 24/96) e armazenados num comutador através do software Coll Edit Pro (Syntrillium Software 2001). Durante este processo, os sinais podem ser monitorados em tempo real, após a amplificação, através de fones de ouvido e, visualmente, através do registro no computador dos oscilogramas dos sinais emitidos (Figura 3) 
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Figura 3. Acompanhamento em tempo real dos sinais vibracionais de uma fêmea de Piezodorus guildinii. Na figura se observa o oscilograma de quatro pulsos completos do Canto 1 (CF1) (MORAES et al., 2005a) da forma como aparecem na tela do computador ao serem registrados pelo programa Cool Edit Pro. A linha indica a escala temporal (1 segundo) e a janela central inferior o tempo total do registro na tela.

Os sinais assim registrados são armazenados em arquivos sonoros (wav) os que podem ser reproduzidos posteriormente com diferentes softwares comerciais, no nosso caso é utilizado o software Sound Forge 4.5 (Sonic Foundry 2000) tanto para reprodução como para análise de diferentes parâmetros físico-temporais dos sinais.


Durante a etapa de registro dos sinais vibracionais, é muito importante a observação e caracterização dos comportamentos que os insetos desenvolvem. Desta maneira é possível estabelecer a correlação entre o sinal emitido e um comportamento específico, e assim desvendar a sua função biológica. Para isto durante o processo de captura de sinais os insetos são acompanhados e todos os seus comportamentos registrados em um caderno de laboratório. No caso específico do comportamento reprodutivo de percevejos os comportamentos são caracterizados seguindo o trabalho de Borges et al. (1987).


Procedimentos experimentais XE "Procedimentos experimentais" 

Os insetos são introduzidos seguindo uma seqüência previamente estabelecida, que consiste em manter inicialmente uma fêmea e posteriormente um macho, em forma individual, na arena, por um período de 10 minutos. Nesta etapa é possível registrar os sinais vibracionais de cada sexo, sem interferência de outros sinais como químicos e visuais. Posteriormente, macho e fêmea são colocados juntos na arena, impossibilitados de ter contato físico ou visual através de uma membrana de papel cartolina que divide a arena em duas partes. 

Após o registro dos sinais emitidos nestas condições a membrana é retirada para permitir o contato físico e visual entre os insetos. Os insetos são mantidos na arena até que realizam a cópula, aqueles insetos que não copulam são retirados da arena após um período de 10 minutos sem emissão de sinais e/ou sem comportamentos de acasalamento ou copula evidentes. Estes procedimentos podem variar segundo a biologia da espécie considerada e o objetivo geral do experimento a ser desenvolvido.

Análise dos sinais registrados XE "Análise dos sinais registrados" 

Os arquivos sonoros digitais são analisados utilizando o software Sound Forge. Previamente à análise, os sinais são depurados utilizando o ecualizador gráfico ou paramétrico do programa ou uma das opções de filtros, FFT ou similar, para retirar qualquer sinal indesejado (por exemplo ruído de 60 Hz originado por redes elétricas)

Os sinais emitidos pelos insetos podem ser analisados considerando: pulsos, cadeias de pulsos e canções. Um pulso é definido como uma unidade dentro de uma série de unidades similares, uma cadeia de pulsos é um grupo de pulsos com características específicas de forma e seqüência e uma canção é constituída de uma seqüência de pulsos ou cadeias de pulsos com início e fim. (COKL e VIRANT-DOBERLET, 2003) (Figura 4). 
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Figura 4. Oscilogramas do canto 2 do macho (CM-2) de Acrosternum impicticorne (segundo MORAES et al., 2005a). A- seqüência de cadeias de pulsos numa canção. B- detalhe de uma cadeia de pulsos onde podem individualizar-se 9 pulsos. A linha indica a escala temporal da figura B. CP= cadeia de pulsos, P= pulso individual.

Utilizando o software acima citado podem-se gerar espectros de freqüência e sonogramas que permitem obter os parâmetros físicos de pulsos e cadeias de pulsos como: freqüência dominante, picos de freqüências subdominantes, largura espectral com 20 dB abaixo do valor de freqüência dominante e modulação de freqüência (diferença de freqüência por tempo do sinal, Hz/s) (Figura 5) (Tabela 1). As características temporais dos pulsos/cadeias de pulsos como duração e tempo de repetição (tempo entre o inicio de um pulso ou cadeia de pulsos e o inicio do pulso/cadeia de pulsos seguinte) e duração de uma cadeia e/ou canção também são consideradas para caracterizar os sinais emitidos (Tabela 1). 



As canções são classificadas na seqüência em que foram registradas como canções da fêmea 1, 2.( CF-1, CF-2,..), canções do macho (CM-1, CM-2, ...) e canções de rivalidade MRS (Figura 5) 

Os dados são apresentados como médias e desvio-padrão dos parâmetros avaliados junto com o número de sinais analisados (n) e o número de indivíduos (N) dos quais os sinais foram obtidos. 










Figura 5. Oscilogramas e espectros de freqüências de canções emitidas durante o comportamento reprodutivo de Thyanta perditor. CF= canção da fêmea, CM= canção do macho, CR= canção de rivalidade. Notar a clara diferenciação temporal e dos espectros de freqüência dos pulsos emitidos.

Tabela 1. Duração, Tempo de repetição, Pulsos por cadeia de pulsos e freqüência dominante dos pulsos das canções emitidas por Thyanta perditor durante seu comportamento reprodutivo.

		Canção

		

		Duração (ms)

		Tempo de Repetição (ms)

		P/CP

		Freqüência dominante dos Pulsos (Hz)



		CF-1

		CP

		13410±1944 (52/7)

		18810±2343 (52/7)

		34±21 (52/7)

		-



		

		P

		210±40 (117/7)

		370±50 (100/6)

		-

		79±6 (117/7)



		CF-2

		P

		710±290 (73/4)C A


1462±630 (14/4)L B

		1897±1102 (44/4)C A


3166±1762 (14/4)L B

		

		83±4 (81/4)C A

84±4 (14/4)L A



		CM-1

		CP

		7100±696 (27/7)

		

		

		



		

		P

		534±210 (106/6)

		959±110 (106/6)

		

		110±11 (106/6)* A

122±15 (21/1)** B



		CM-2

		P

		3390±990 (40/7)* A

4490±1290 (8/1)** B

		

		

		109±12 (40/8)



		CM-3

		CP

		2110±460 (138/12)

		5290±1380 (138/12)

		

		70±7 (138/12)



		CR

		P

		680±50 (53/4)

		1250±360 (53/4)

		

		102±6 (53/4)





Referências: ms= milisegundos, C: pulso curto, L=pulso longo, * inseto emitindo sinais vibracionais sozinho, ** inseto emitindo sinais vibracionais em dueto com um indivíduo de outro sexo, CF= canção de fêmea, CM=canção de macho, CR= canção de rivalidade, CP= cadeia de pulsos, P= pulso. Os números entre parênteses indicam o número de pulsos ou cadeias de pulsos considerados/número de indivíduos considerados. Os valores seguidos por letras maiúsculas diferentes, em cada canto e parámetro considerado, são significativamente diferentes (Teste de Mann-Whitney p<0,05).



Além de caracterizar os sinais emitidos, a observação simultânea dos insetos durante o registro permite relaciona-los com os diferentes comportamentos, o que permite identificar a função biológica dos mesmos. Na Figura 6 observa-se um etograma do comportamento reprodutivo de Thynata perditor no qual foram inseridos os sinais vibracionais emitidos por machos e fêmeas em cada etapa. A Tabela 2 apresenta uma análise quantitativa da emissão destes sinais.



Figura 6.  Etograma dos comportamentos reprodutivos de machos e fêmeas de T. perditor (os valores entre parênteses representam o número de insetos que desempenharam cada atividade, n= 30 casais observados). Os quadros em verde escuro indicam o tipo de sinal vibracional emitido pelos insetos de cada sexo durante a seqüência de comportamentos. 

Tabela 2. Comportamento de cópula do T. perditor correlacionado com os estímulos vibracionais. 


		Estimulo Vibracional



		Número Total 


(N=30 casais)

		Corte

		Cópula



		Casais que não emitiram estímulos

		07 

		0

		0



		Casais que emitiram estímulos

		23 

		15

		13



		Canto seqüenciado


(chamamento + acasalamento).

		08 

		07

		06



		Somente chamamento.

		09 

		03

		01



		Somente acasalamento

		06 

		05

		06





Esta análise permite caracterizar os cantos CF-1, CF-2, CF-3 e CF-4, emitidos durante a fase em que os insetos estão separados fisicamente, como cantos de chamamento, com função de transmitir informação sobre localização física, sexo, espécie e receptividade  para a cópula do emissor. O canto CF-3 pode ser caracterizado como canto de acasalamento, emitido pelo macho durante o comportamento de acasalamento prévio à cópula. 


Além disto, a informação da Tabela 2 mostra que, para um completo sucesso reprodutivo, os insetos precisam emitir os dois tipos de canto, sendo o de acasalamento fundamental para atingirem a cópula. Os casais que não emitiram nenhum tipo de sinal vibracional ou que somente emitiram o sinal de chamamento mostraram freqüência de acasalamento extremamente baixa (0/7 sem emissão de sinais e 1/9 emitindo somente cantos de chamamento).

Em muitos casos as canções podem ser emitidas em duetos (machos com fêmeas ou machos com machos) e, nestes casos, pulsos ou cadeias de pulsos típicos de cada canção podem ser emitidos intercalados com pulsos ou cadeias de pulsos de outras canções ou de canções do outro indivíduo participando do dueto (Figura 7). 



Figura 7.  Sinais vibracionais em dueto de macho e fêmea de Euschistus heros. A= parte do sinal com macho e fêmea cantando juntos. B= parte do sinal com pulsos de macho e fêmea intercalados, C= parte final do sinal com pulsos do macho (CM-2, segundo MORAES et al, 2005a). CF= canto da fêmea, CM= canto do macho.

Os parâmetros obtidos podem ser submetidos a análises estatísticas padrão como testes de comparação de médias ou análise de variância (ANOVA), entre outros, para estabelecer o nível de significância entre os diferentes cantos de um indivíduo, entre cantos de diferentes indivíduos, entre cantos de indivíduos em diferentes situações (por exemplo, cantando sozinho ou em dueto, ver Tabela 1) ou entre cantos de diferentes espécies de insetos (Tabela 3). A análise da Tabela 3 mostra que os sinais podem ser facilmente caracterizados através da comparação destes parâmetros, indicando elevada especificidade na comunicação vibracional dos Pentatomidae.

Tabela 3. Exemplo de comparação intraespecífica (fêmea e macho) e interespecífica (diferentes espécies) de diferentes sinais vibracionais de Pentatomidae. Média dos parâmteros ± DP.

		Espécie

		Canção

		Duração do Pulso (ms)

		Tempo de repetição (ms)

		Freqüência Dominante (Hz)



		Acrosternum impicticorne

		

		

		

		



		

		CF-1

		112 ±  11 A

n=159

		960 ± 79 A

n=89

		100 ± 5 A


n=78



		

		CM-1

		280,00 ± 12,00 B

n=50

		410 ± 23 B

n=50

		94 ± 6 C


n=57



		Piezodorus guildinii

		

		

		

		



		

		CF-1

		4908 ±  641 C

n=70

		NM

		168 ± 10 D


n=35



		

		CM-1

		24 ±  5 D

n=45

		30 ± 8 C

n=45

		117 ± 10 E


n=45



		Thyanta perditor

		

		

		

		



		

		CF-1

		210 ± 40 B

n=117

		370 ±  50 D

n=100,00

		79 ± 6 F


n=117,00



		

		CM-1

		522 ±  176 E

n=127

		959 ± 411 A

n=90

		122 ± 15 G


n=21





Referências: CF= canção de fêmea, CM=canção de macho, NM= parâmtero não medido. Os valores médios em cada coluna seguidos por diferente letra maiúscula indicam diferencias significativas (ANOVA F5,562= 4664,0 p<0,001 para Duração do pulso, F4,369=260,28 p<0,001 para tempo de repetição e F5,347=804,9 p<0,001 para Freqüência dominante, comparação de médias Teste Student Newmans Kewls p<0,05). Todos os parâmetros considerados são de pulsos individuais e emitidos por insetos colocados em forma individual na arena de registro de sinais vibracionais. Nos casos nos que os cantos apresentam pulsos longos e curtos, foram considerados somente os parâmetros de pulsos curtos.

Reprodução de sinais XE "Reprodução de sinais" 

A reprodução dos sinais vibracionais registrados pode ser necessária para diferentes experimentos, como por exemplo, investigar a influencia de uma canção na emissão de canções por outros indivíduos ou determinar a maneira como um sinal pode influenciar na movimentação dos insetos.

Para isto, é necessário reproduzir os sinais com as mesmas características físicas com que o sinal é emitido pelo inseto, isto é, mesma freqüência, intensidade e temporalidade evitando distorções. Para reprodução dos arquivos sonoros, é utilizado o software Sound Forge. Os sinais reproduzidos são amplificados, para poder controlar precisamente a intensidade do sinal emitido, e posteriormente, emitidos através de um alto-falante, com as mesmas especificações que as descritas acima.

Tratando-se de sinais vibracionais, a reprodução dos mesmos requer a transmissão destas vibrações para as superfícies a serem utilizadas durante os experimentos. Para isto podem ser utilizados diferentes materiais acoplados a alto-falantes para transmitir as vibrações. No trabalho que vem sendo desenvolvido no Laboratório de Recursos Genéticos e Biotecnologia, após experimentação com diferentes materiais tem se optado por cones de polietileno (50 mm altura x 5.5 mm base) e arames de aço-carbono. Os cones plásticos são colados no centro do alto-falante utilizando adesivo instantâneo ou massa de modelar, os arames de aço carbono são encaixados na membrana do alto-falante ou se aderem utilizando fita crepe. Com estes materiais e disposição é possível obter excelentes resultados na transmissão dos sinais (Figura 8 e Figura 9). 





Figura 8. Oscilogramas, espectro de freqüências de um pulso e parâmetros (X ± DP) do canto 1 (CF – 1 segundo Moraes et al., 2005a) de Euschistus heros transmitido por um alto-falante e um cone de plástico (B) e por um alto-falante e um fio de aço-carbono (C) para a membrana de um alto-falante a partir do qual foram registrados. As características físicas e temporais do registro original se mostram em A. DP= Duração do pulso (em milisegundos), TRP= tempo e repetição dos pulsos (em milisegundos), FDP= freqüência dominante do pulso (em Hz). As setas vermelhas nos espectros de freqüência mostram o pico de freqüência dominante. Não foram encontradas diferenças estatísticas entre os parâmetros considerados (ANOVA F2,15=0,18 p0,84 para DP e F2,12=0,00074 p=0,99 para TRP). 



Figura 9. Oscilogramas, espectro de freqüências de um pulso e parâmetros (X ± DP) do canto 1 (CM – 2 segundo MORAES et al., 2005a) de Acrosternum impicticonre transmitido por um alto-falante e um cone de plástico (B) e por um alto-falante e um fio de aço-carbono (C) para a membrana de um alto-falante, a partir do qual foram registrados. As características físicas e temporais do registro original se mostram em A. DCP= Duração da cadeia de pulsos (em milisegundos), TRCP= tempo de repetição da cadeia de pulsos (em milisegundos), DP= duração do pulso (em milisegundos), TRP= tempo de repetição dos pulsos (em milisegundos) FDP= freqüência dominante do pulso (em Hz). As setas vermelhas nos espectros de freqüência mostram o pico de freqüência dominante. Não foram encontradas diferencias estatísticas entre os parâmetros considerados (Kruskal-Wallis H=4,66 gl=2 p=0,10 para DCP, Kruskal-Wallis H=0,36 gl=2 p=0,84 para TRCP, ANOVA F2,94=2,94 p=0,06 para DP, ANOVA F2,54=0,05 p=0,95 para TRP e ANOVA F2,60=2,21 p=0,12 para FDP). 


Simultaneamente à reprodução do som, é possível gravar a emissão destes sinais e/ ou a resposta emitida pelo inseto, utilizando um dispositivo similar colocado em outra parte das superfícies em teste. Os sinais reproduzidos e os emitidos pelos insetos podem ser registrados, o que permite avaliar a maneira como estes sinais se modificam na passagem pelas superfícies e/ou a resposta de um inseto ao som reproduzido. 

A reprodução de sinais vibracionais pode ser utilizada em duas situações: 1- para transmitir sinais através de plantas e 2- para transmitir sinais através de superfícies artificiais em arenas de experimentação.


Os sinais retransmitidos através de plantas se utilizam para estudar a forma em que estes se propagam pelo substrato e como estes modificam os comportamentos de insetos nelas presentes.

 A retransmissão de sinais através de plantas esta sendo utilizada, também, para estudar a influência de sinais vibracionais no comportamento de busca de hospedeiros do parasitóide Telenomus podisi (Hymenoptera: Scelionidae). Neste caso foi estudada a influência de sinais vibracionais do repertório de canções do percevejo-marrom  E. heros. Os sinais previamente registrados foram reproduzidos, com a metodologia acima descrita, em plantas de feijão com duas folhas verdadeiras totalmente expandidas (Figura 10). Estas plantas fornecem um excelente sistema de experimentação, já que permitem emitir sinais numa das folhas (tratamento) deixando a folha oposta como controle. Na área de ramificação no caule principal se estabelece uma área de escolha para a movimentação dos insetos. 



Figura 10. Dispositivo utilizado para bioensaios em plantas com transmissão de sinais vibracionais. A- folha da planta sem vibrações (area controle), B- folha da planta recebendo vibrações (area tratamento), C- cone de plástico, D- alto-falante para reprodução dos sinais, F- amplificador, G- conexão para o computador.

Fêmeas de T. podisi (24-48 hs. de idade adulta e sem experiência de oviposição) foram colocadas no base do caule das plantas e seus movimentos observados e registrados durante um período de 10 minutos. Os resultados dos experimentos realizados até o momento permitem indicar que o parasitóide é atraído preferencialmente pelos sinais vibracionais das fêmeas (Figura 12 A e B). Os mesmos procedimentos experimentais foram utilizados para estudar o comportamento do parasitóide em uma arena de dupla escolha construída com uma prancha de acrílico em formato de “Y”. Para reproduzir os sinais, o piso da arena foi revestido com uma base de isopor (4 mm) sobre o qual é adaptada uma membrana de polipropileno a que é  ligada, através de fios de cobre, à membrana de um alto falante (Figura 11). Os resultados dos experimentos com T. podisi nesta arena mostram a mesma tendência que os resultados obtidos em plantas (Figura 12 A e B). 




Figura 11. Dispositivo utilizado para bioensaios em arena com transmissão de sinais vibracionais. A- conexão para o computador, B- amplificador, C- alto-faltante, D- cone de plástico, E- membrana de polipropileno, F- base de isopor, 1- Area controle (sem vibração), 2- area tratamento (com vibração), 3- Area de liberação dos insetos.




Conclusões e Perspectivas


Figura 12. Escolha inicial (A) e Tempo de Residência (B) de fêmeas de T. podisi em áreas de plantas de feijão com sinais vibracionais (tratamento) e sem sinais vibracionais (controle). Escolha inicial (C) e Tempo de Residência (D) de fêmeas de T. podisi em áreas de uma arena com sinais com sinais vibracionais (tratamento) e sem sinais vibracionais (controle). * indica diferencias significativas entre áreas Tratamento e Controle (Teste de Wilcoxon p<0,05).


Conclusões e perspectivas XE "Conclusões e perspectivas" 

Os trabalhos realizados, até o momento, permitem concluir que, tanto as metodologias adaptadas às condições locais como as desenvolvidas para o estudo de comunicação vibracional são eficientes e permitem uma análise precisa e pormenorizada de comportamentos e sinais envolvidos.


Os resultados obtidos mostram claramente que a comunicação vibracional em percevejos é extremamente importante durante o comportamento reprodutivo, e constitui um dos fatores que possibilita o isolamento reprodutivo entre as espécies. 

Os estudos com espécies que ocorrem no Brasil mostram, em coincidência com resultados de outros autores (por exemplo, COKL et al., 1972, 1978, 2000 e MCBRIEN et al., 2002), que cada espécie possui um repertório característico de sinais vibracionais que difere significativamente de outras espécies simpátricas (para detalhes de algumas espécies brasileiras ver MORAES et al., 2005a).


O estudo da comunicação vibracional de pentatomideos oferece assim importantes perspectivas para o total entendimento do comportamento reprodutivo destes insetos. Até o momento, a maior parte dos estudos tem sido orientada à análise e compreensão da função dos sinais químicos emitidos pelos insetos (feromônios), considerados como a principal fonte de informação entre parceiros durante a reprodução (ALDRICH et al.,1987; BORGES et al., 1987; BRÉZOT et al., 1994). Contudo, as pesquisas com sinais vibracionais mostram que, além de feromônios, estes são de grande importância para o sucesso reprodutivo destes insetos. 

Assim sendo, a localização precisa dos machos e fêmeas parece não ocorrer somente através de dicas químicas. Este fato pode explicar porque em alguns experimentos de campo feromônios, com comprovada eficiência no laboratório, falham na captura do inseto alvo. Provavelmente, algum fator da comunicação não está presente, e os sinais vibracionais podem ser um dos fatores a serem considerados.


Desta maneira, além da importância científica, o conhecimento da comunicação vibracional pode ter influencia no desenvolvimento de tecnologias para serem aplicadas em manejo de pragas. Possivelmente, no futuro, com auxilio do desenvolvimento tecnológico, possa se contar com uma armadilha multi-sinal, para ser utilizada no monitoramento ou controle de populações de percevejos praga. 

Na atualidade,


 o grupo de pesquisas da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia está trabalhando, em parceria com a Embrapa Instrumentação Agropecuária e com um pesquisador da USP, no desenvolvimento de um sistema com membranas de PDVF para registro de sinais vibracionais e de um reprodutor de sons microcontrolado. Esta tecnologia representa o passo inicial para o desenvolvimento de uma armadilha sonora para percevejos. 

Os resultados obtidos no estudo da influência de sinais vibracionais no comportamento de busca de hospedeiros do parasitóide de ovos T. podisi também resultam de extremo interesse, já que constituem o primeiro registro de um parasitóide, que não ataca hospedeiros que vivem em condições crípticas, utilizando sinais vibracionais para orientar-se. Além disto, os sinais relacionados com o comportamento de busca, em parasitóides da Família Scelionidae, até o momento tem sido sinomônios de plantas (COLAZZA et al., 2004; MORAES et al., 2005b) ou componentes de feromônios sexuais ou de alarme de percevejos (BORGES et al., 1998b, 1999; BORGES e Aldrich, 2001; Pires et al., 2001). Assim o estudo da comunicação vibracional de percevejos poderá ter aplicações, também, no controle biológico.
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