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RESUMO

A cultura das palméaceas é de grande importancia, uma vez que faz parte do ecossistema agricola produtivo, fornecendo produtos
e subprodutos, como 6leo, gorduras, minerais, vitaminas essenciais e frutos frescos gerando rendas para as populagdes. O
Rhynchophorus palmarum é uma das principais pragas das culturas sendo vetor do nematoide Bursaphelenchus cocophilus, agente
causal da doenga do Anel vermelho. Nao existem métodos eficientes e ecologicamente viaveis que possam reduzir significativamente
os danos e a grande dificuldade na captura das larvas em campo leva a necessidade de criacdo de larvas em massa, em laboratorio,
para a realizacéo de bioensaios. O objetivo deste trabalho foi determinar a influéncia de dieta artificial no desenvolvimento de larvas
do R. palmarum em laboratério, avaliando taxa de mortalidade, ganho de peso e diferengas no acumulo de lipidios e carboidratos em
comparagado com a dieta natural. Os resultados mostram que em dieta artificial o indice de mortalidade € inferior ao da dieta natural,
com rapido e pronunciado ganho de peso refletido na variagdo das reservas energéticas nos adipdcitos. A criagdo de larvas em dieta
artificial apresentou pardmetros fisiologicos e de viabilidade significantes para sua utilizagdo no desenvolvimento de bioensaios, 0
que pode auxiliar futuros estudos para o controle desse inseto.

Palavras-chave: coleobroca, dieta artificial, glicogénio, lipidios

Evaluation of the development and energetic reserves
of Rhynchophorus palmarum (Coleoptera:Curculionidae) larvae on different diets

ABSTRACT

The cultivation of palm trees is of great importance, since it is part of the productive agricultural ecosystem, providing products
such as oil, fats, minerals, essential vitamins and fresh fruit for generating income for the population. The Rhynchophorus
palmarum is one of the important crop pests and vector nematode Bursaphelenchus cocophilus, causal agent of Red Ring. There
are no efficient and ecologically viable methods that can significantly reduce the damage and the great difficulty in capturing
larvae in the field leads to the need of rearing larvae in laboratory for performing bioassays. The aim of this study was to determine
the influence of artificial diet on the development of larvae of R. palmarum, assessing mortality, weight and differences in the
accumulation of lipids and carbohydrates compared to natural diet. The results showed that in artificial diet the mortality rate is
lower than the natural diet, with rapid and pronounced weight gain, reflected in the variation of energy reserves in adipocytes. The
rearing of larvae in artificial diet showed significant physiological parameters and viability for use in the development of bioassays,
which may help in future studies of control of this insect.
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Introducao

A cultura das palmaceas se destaca em muitos paises
pelos aspectos econdmicos, sociais ¢ ambientais. Apresentam
extensa gama de produtos tornando-a um importante recurso
vegetal; seu avango vem ocorrendo, no Brasil, pela evolugio
em patamares produtivos e condiciona o pais um lugar de
destaque entre os maiores produtores mundiais de produtos
derivados dessas culturas (Santos, 2008). Dentre os quais,
se destacam oleos, gorduras, minerais, vitaminas essenciais,
frutos frescos, sendo utilizados na produgdo de 6leo de mesa,
margarina, glicerol, cosméticos, detergentes sintéticos, sabao,
velas e até fluidos para freio de avido (Luvielmo et al., 2004).
No entanto, um dos maiores problemas se refere ao controle
fitossanitario com os insetos-praga limitando ainda mais sua
exploracdo visto que s2o os principais responsaveis pela baixa
produtividade das culturas (Duarte et al., 2008).

O inseto Rhynchophorus palmarum ¢é uma das pragas
mais importantes, sendo vetor do nematoide Bursaphelenchus
cocophilus, agente causal da doenca do Anel vermelho,
responsavel por nimero significativo de perdas na cultura
levando a planta, em geral, a morte (Magalhaes et al., 2008).
Pertencente a maior ordem de animais existente (Ordem:
Coleoptera; Familia: Curculionidae), o R. palmarum é um
besouro cujo macho é responsavel pela liberagdo do feroménio
de agregacdo durante a fase reprodutiva. O ciclo de vida dura
em torno de 120 dias, sendo de 3 a 5 na fase de ovo, 70 na
fase larval e cerca de 40 dias na fase de adulto. Os adultos e as
larvas de R. palmarum fazem galerias no meristema apical das
palmaceas e os odores emanados dos tecidos atacados atraem
outros individuos machos e fémeas da espécie (Giblin-Davis,
2001). Os métodos de controle incluem estratégias mecanicas
e quimicas, utilizando-se armadilhas com feromonios sexuais
sintéticos para captura dos insetos adultos (Navarro et al., 2002;
Duarte et al., 2003). Ainda nio existem métodos eficientes e
ecologicamente viaveis que possam reduzir significativamente
os danos e a grande dificuldade na captura das larvas em campo
leva a necessidade de alternativas para a sua criagdo massal em
laboratoério, em busca da realiza¢do de bioensaios que possam
auxiliar no controle da populagdo do inseto.

Apesar da importancia desse inseto, pouquissimos trabalhos
na literatura dao énfase a sua biologia e comportamento e
as informagdes sdo preliminares concentrando-se mais nos
aspectos relacionados aos seus danos. Desta forma, o estudo
da sua fisiologia pode levar a possiveis alvos para controle
larval com impacto direto nos insetos adultos ou, ainda, ser
associado a estratégias de controle da praga. Este trabalho foi
desenvolvido com o objetivo de investigar o desenvolvimento
e alguns aspectos do acumulo de reservas energéticas por
larvas do R. palmarum utilizando-se duas dietas visando
a produgdo em larga escala e com grande viabilidade para
desenvolvimento de bioensaios em laboratorio.

Material e Métodos

Duas dietas foram realizadas com vista a cria¢do de larvas
de R. palmarum, sendo uma artificial e outra com mesocarpo
de coco.
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As larvas de R. palmarum foram obtidas de colonia do
Laboratorio de Bioquimica e Biologia Molecular de Insetos da
Universidade Federal de Alagoas; as larvas foram mantidas a
28 °C com umidade relativa entre 70 e 80% alimentadas ad
libitum. Grupos de 20 larvas, trés dias apos a eclosdo foram
submetidos a dieta artificial (Tabela 1), adaptada de Sarro et al.
(2005) e outro grupo de 20 larvas foi submetido a dieta natural
composta tdo somente de mesocarpo de coco, em quantidades
equivalentes. O desenvolvimento larval (viabilidade e ganho
de peso) e demais parametros, foram acompanhados durante
15, 30, 45 e 60 dias.

Tabela 1. Componentes da dieta artificial para larvas de R. palmarum

Componentes Quantidades
Acido propiénico (mL) 0,37
Acucar refinado (g) 55
Agar-agar (g) 10
Agua destilada (mL) 100
Aveia em flocos (g) 17
Farinha de milho fina (fubd) (g) 32,5
Fibra de cana (g) 26
Solugao vitaminica (mL) 10

Em referéncia a avaliacdo dos niveis de glicose e trealose,
ahemolinfa das larvas foi coletada em solugao salina contendo
feniltioureia (3-13 mg mL") (Sigma Aldrich), mantida em
gelo, centrifugadas (5 min — 13.000 g) ¢ o sobrenadante
utilizado. A concentragdo de glicose foi determinada por
incubagdo durante 30 min a 37 °C utilizando kit comercial,
conforme as instrugdes do fabricante (glucox® Kit enzimatico
para dosagem de glicose; Doles, Inc.). Para determinagao de
trealose as amostras foram incubadas com trealose (0,1 U
Sigma Aldrich) em tampao fosfato 40 mM, pH 5,5 durante 4 h
a40 °C (Mariano et al., 2009). Ap6s a incubagdo a quantidade
de glicose derivada da hidrolise da trealose foi determinada
como descrito acima.

Na avaliacdo do teor de glicogénio as larvas foram
dissecadas e os corpos gordurosos retirados para analise. Os
tecidos homogeneizados em solugao tampao contendo acetato
de s6dio 10 mM, pH 4,8 foram submetidos a centrifugagdo
a 10.000 g por 10 min. Aliquotas do sobrenadante foram
incubadas com 1 unidade de amiloglicosidase (Sigma-
Aldrich) por 4 h, a 40 °C, e a concentragdo de glicose foi
determinada a partir do glicogénio, por incubagdo, durante
30 min, a 37 °C.

O ensaio com vanilina foi utilizado para medida de lipidios
no corpo gorduroso (Williams et al., 2011). Aos tubos com
os tecidos homogeneizados foi adicionado acido sulfurico
e, em seguida, levados para incubagdo a 95 °C por 10 min.
Aliquotas de 5 mL de vanilina foram adicionadas e as amostras
mantidas no escuro por 45 min com consequente leitura no
espectrofotometro, a 530 nm. O célculo da concentragdo de
lipidios nas amostras foi realizado utilizando-se uma curva
padrao de trioleina.

Todos os dados sdo expressos como média + média do
erro padrdo. A comparagdo entre os grupos foi realizada pela
analise de variancia (two-way ANOVA) seguida do teste de
Bonferroni. Os niveis de significancia foram 0,05 ¢ os valores
de p sdo indicados nas legendas das figuras.
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Resultados e Discussao

Observou-se que larvas submetidas a dieta artificial
tiveram porcentagem de mortalidade bem inferior em
comparagdo com as larvas em dieta natural, diferenca que
aumenta nos dias 15, 30, 45 e 60, quando em dieta natural
a mortalidade é em torno de 50% ja nos primeiros 15 dias,
enquanto que em dieta artificial este valor ¢ em torno
de 28% (Figura 1A). O ganho de peso em dieta natural
foi menor e mais tardio comparado a um ganho de peso
rapido em dieta artificial, sendo expressivo com 15 dias
e aumentando até 60 dias (Figura 1B). A dieta artificial
supriu a necessidade fisiologica do inseto refletindo em um
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padrdao melhor de qualidade para os ensaios em laboratoério.
O nivel de nutrientes estocados ¢ fundamental, sobretudo
no ciclo de vida de insetos holometabolos, visto que,
durante a alimentagdo na fase larval, as reservas energéticas
acumuladas, além de usadas nos processos de metamorfose
irdo prover a reserva de nutrientes para o inseto adulto
(Mirth & Riddiford, 2007).

Quanto aos niveis de glicose e trealose na hemolinfa,
observou-se aumento de ambos ao longo dos dias, sobretudo
em dieta artificial (Figura 2A e 2B).

Esses aumentos refletem nas reservas de glicogénio no
corpo gorduroso das larvas. O nivel dos insetos alimentados
das duas dietas aumenta ao longo dos dias sugerindo que os

B.

2.5+

2.0+ I

1.54

Peso corporal (g)

1.0
T T

0.5 |=| E |1|
0.0 T T
0 15 30 45 60

Dias de desenvolvimento

Figura 1. Medida de viabilidade e peso de larvas de Rhynchophorus palmarum submetidas a duas dietas (barras abertas dieta normal; barrras tracejadas
dieta artificial). As barras verticais representam a média do erro padrao em 3 determinagdes diferentes (* = P < 0,05; ** = P < 0,001)
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Figura 2. Teor de glicose e trealose na hemolinfa de larvas de Rhynchophorus palmarum submetidas a duas dietas (circulos dieta normal; quadrados dieta
artificial). As barras verticais representam a média do erro padrao em 3 determinacdes diferentes (* = P < 0,05; ** = P < 0,001)
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Figura 3. Teor de glicogénio e triglicerideos do corpo gorduroso de larvas de Rhynchophorus palmarum submetidas a duas dietas (barras abertas dieta
normal; barrras tracejadas dieta artificial). As barras verticais representam a média do erro padrdo em 3 determinagdes diferentes (* = P < 0,05; ** = P <

0,001; *** =P <0,0001)

carboidratos digeridos no intestino estdo sendo armazenados
na forma de glicogénio no corpo gorduroso; 15 dias depois,
este aumento ja é significativo com ingestdo da dicta artificial
(Figura 3A). Esses dados sdo consistentes com a literatura
ja que a glicose ¢ estocada na forma de glicogénio o qual ¢
rapidamente mobilizado para uso nos tecidos na forma de
trealose (Thompson, 2003). Os carboidratos sdo utilizados
para manuten¢do do metabolismo energético durante o
periodo de jejum, sintese de quitina, sendo importante ainda
no processo de voo nos insetos (Kaufmann & Brown, 2008).
Estudos com varios insetos t€ém mostrado que a aclimatagdo
ao frio leva ao aumento no conteudo de glicose ¢ trealose
e essas mudangas sdo suportadas pela rapida mobilizagao
de glicogénio (Overgaard et al., 2007; Vanin et al., 2008).
Esses fatores podem estar relacionados a menor mortalidade
de larvas submetidas a dieta artificial.

Os adipécitos de insetos estocam grande quantidade de
lipidios, essenciais para crescimento e reprodugdo e ainda
proveém energia necessaria durante os longos periodos
sem alimentacdo (Hahn & Denlinger, 2007). Este perfil de
estocagem de lipidios na fase larval ¢ encontrado ao longo
dos dias, com aumento gradativo de lipidios nos grupos
alimentados com as duas dietas testadas. Tal como no
peso das larvas e no conteudo de glicogénio, observou-se
diferenca estatisticamente significativa entre os tratamentos,
mostrando a alta taxa de actimulo de lipidios pela larva
(Figura 3B).

Essas consideragdes tém impacto direto no metabolismo
energético do inseto favorecendo sua utilizagdo em bioensaios
no laboratdrio, sobretudo a respeito do metabolismo de lipidios
e carboidratos. As reservas lipidicas s3o as mais importantes
utilizadas pelo inseto, visto a alta demanda energética para
os processos de metamorfose (Hahn & Denlinger, 2007),
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desenvolvimento do embrido e periodos prolongados de voo
(Ziegler & Van Antwerpen, 2006) e representam, em alguns
insetos, mais de 50% do seu peso seco, a maior parte desses
lipidios estocada na forma de triglicerideos, normalmente
sintetizados a partir de carboidratos da dieta. Observaram-
se parametros bioquimicos e de viabilidade para criacdo em
dieta artificial de larvas de R. palmarum visando a utiliza¢do
em bioensaios, o que pode auxiliar em estudos da biologia
deste vetor e propor novas alternativas para controle do inseto.
O actimulo gradativo de reservas energéticas pode vir a ser
objeto de estudos mais aprofundados visto que os adipdcitos
dos insetos tém papel majoritario no metabolismo. A fungdo
de estocagem de nutrientes ¢ essencial para o ciclo de vida de
insetos, sobretudo holometabolos, que devem acumular uma
quantidade minima de nutrientes durante os instares larvais
para sobreviver durante os periodos de jejum e metamorfose
(Hahn & Denlinger, 2007).

Conclusoes

Os dados mostram que larvas de R. palmarum alimentadas
com dieta artificial tém aumento pronunciado dos niveis de
glicogénio e lipidios, com cerca de 75% de viabilidade em
60 dias, mostrando-se adequada para desenvolvimento de
bioensaios.
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