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OCORRENCIA ESPONTANEA DE INIMIGOS NATURAIS DE Thyrinteina arnobia
(Stoll, 1782) (LEPIDOPTERA: GEOMETRIDAE) EM Eucalyptus spp. NO ESTADO
DE ALAGOAS E ECOLOGIA QUIMICA DO ENDOPARASITOIDE Palmistichus
elaeisis Delvare & LaSalle (HYMENOPTERA: EULOPHIDAE)

RESUMO

Dentre os insetos-praga associados a eucaliptocultura, a lagarta parda do eucalipto, Thyrinteina
arnobia (Stoll, 1782) (Lepidoptera: Geometridae), advinda de mirtdceas nativas, como a
goiabeira (Psidium guajava L.), é considerada a principal espécie desfolhadora do género
Eucalyptus no pais. Nesse sentido, diferentes métodos que se enquadrem nas premissas do
Manejo Integrado de Pragas Florestais (MIP Floresta) vem sendo foco de pesquisas, incluindo
0 uso do controle bioldgico, através da conservacdo ou multiplicacéo e liberacdo de inimigos
naturais. O endoparasitoide gregario Palmistichus elaeisis Delvare & La Salle, 1993
(Hymenoptera: Eulophidae) é considerado um agente promissor no controle de lepidopteros
desfolhadores, possuindo habitos generalistas. Para completa elucidacdo das interacGes que
permeiam a utilizacdo de parasitoides em programas de controle bioldgico, o entendimento do
processo de busca hospedeira € fundamental. Além disso, € atraveés dos neurbnios sensoriais
olfativos localizados nas sensilas, presentes nas antenas dos insetos, que o parasitoide consegue
localizar seu hospedeiro. Diante do exposto, o objetivo do trabalho foi realizar estudos de
inimigos naturais de ocorréncia espontanea de T. arnobia em povoamentos florestais de
Eucalyptus spp., além da avaliacdo da ecologia quimica na utilizacdo do endoparasitoide P.
elaeisis e realizar o estudo de sensilas antenais em machos e fémeas de P. elaeisis, através de
microscopia eletrénica de varredura (M.E.V.) visando o direcionamento de bases para o
planejamento e implantacdo do controle bioldgico conservativo e aumentativo de T. arnobia no
estado de Alagoas. Foi possivel registrar a ocorréncia espontanea dos inimigos naturais
Winthemia sp. (Diptera: Tachinidae), Charops sp. (Hymenoptera: Ichneumonidae,
Campopleiginae), Glyptapanteles sp. (Hymenoptera: Braconidae) e o predador Podisus sp.
(Hemiptera: Pentatomidae) associados a T. arnobia em povoamentos florestais de Eucalyptus
sp. no estado de Alagoas. Os compostos em pupas de T. arnobia, indicados como 4-Hexen-1-
ol, acetato; 2,3,5,6-Tetrametilpirazina; 2-Nonanona e 1-Undeceno apresentam bioatividade em
processos de atracdo do parasitoide P. elaisis. As antenas de fémeas e machos de P. elaeisis sdo
caracterizadas com a presenca de trés subtipos de sensilas tricoides, dois subtipos de sensilas
basiconicas e sensilas placoides. Apenas 0s machos possuem sensilas estilocénicas. Os
resultados obtidos contribuem para a consolidacdo do Manejo Integrado de Pragas Florestais
(MIP-Floresta).

Palavras-chave: controle conservativo; ecologia quimica; lagarta desfolhadora; inimigos
naturais; bioatividade; microscopia eletrdnica de varredura.



SPONTANEOUS OCCURRENCE OF NATURAL ENEMIES OF Thyrinteina arnobia
(Stoll, 1782) (LEPIDOPTERA: GEOMETRIDAE) IN Eucalyptus spp. IN THE STATE
OF ALAGOAS AND CHEMICAL ECOLOGY OF THE ENDOPARASITOID
Palmistichus elaeisis Delvare & LaSalle (HYMENOPTERA: EULOPHIDAE)

ABSTRACT

Among the pest insects associated with eucalyptus culture, the brown eucalyptus caterpillar,
Thyrinteina arnobia (Stoll, 1782) (Lepidoptera: Geometridae), derived from native myrtaceous
trees, such as guava (Psidium guajava L.), is considered the main defoliating species of the
genus Eucalyptus in the country. In this sense, different methods that fit the premises of the
Integrated Management of Forest Pests (IPM- Forest) have been the focus of research, including
the use of biological control, through the conservation or multiplication and release of natural
enemies. The gregarious endoparasitoid Palmistichus elaeisis Delvare & La Salle, 1993
(Hymenoptera: Eulophidae) is considered a promising agent in the control of defoliating
lepidoptera, having generalist habits. For complete elucidation of the interactions that permeate
the use of parasitoids in biological control programs, the understanding of the host search
process is fundamental. In addition, it is through the olfactory sensory neurons located in the
sensilla, present in the antennae of insects, that the parasitoid is able to locate its host. In view
of the above, the objective of this study was to carry out survey studies of natural enemies of
spontaneous occurrence of T. arnobia in forest stands of Eucalyptus spp., in addition to the
evaluation of the chemical ecology in the use of the endoparasitoid P. elaeisis, and to study
antennal sensilla in males and females of P. elaeisis, using scanning electron microscopyaiming
(S.E.M) at directing the bases for the planning and implementation of the conservative and
augmentative biological control of T. arnobia in the state of Alagoas. It was possible to register
the spontaneous occurrence of the natural enemies, Winthemia sp. (Diptera: Tachinidae),
Charops sp. (Hymenoptera: Ichneumonidae, Campopleiginae), Glyptapanteles sp.
(Hymenoptera: Braconidae) and the predator Podisus sp. (Hemiptera: Pentatomidae) associated
with T. arnobia in Eucalyptus sp. in the state of Alagoas. Compounds found in pupae of T.
arnobia, indicated as 4-Hexen-1-ol, acetate; 2,3,5,6-Tetramethylpyrazine; 2-Nonanone and 1-
Undecene present bioactivity in processes of attraction of the parasitoid P. elaisis. The antennae
of females and males of P. elaeisis are characterized by the presence of three subtypes of
trichoid sensilla, two subtypes of basiconic sensilla and placoid sensilla. Only males possess
styloconic sensillae. The results obtained contribute to the consolidation of the Integrated
Management of Forest Pests (IPM- Forest).

Keywords: conservative control; chemical ecology; defoliator caterpillar; natural enemies;
bioactivity; scanning electron microscopy.
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1. INTRODUCAO GERAL

O avanco da eucaliptocultura em todas as regides do Brasil condiciona o género
Eucalyptus como o emblema do negocio florestal brasileiro, gerando lucros significativos,
devido ao seu rapido crescimento, alta produtividade e maltiplos produtos tais como celulose,
moveis, papel, painéis de madeira, pisos, carvdo e construcéo civil (FILHO, 2017; AMORIM
et al., 2021). De acordo com os dados anuais da Industria Brasileira de Arvores — IBA, 2022,
dentre as espécies florestais implantadas no pais, 75,8% da area corresponde ao cultivo do
género Eucalyptus.

A fim de aumentar geracdo de empregos, suprir a demanda de produtos madeireiros e
contribuir para 0 aumento da energia renovavel, a eucaliptocultura no estado de Alagoas surge
como alternativa promissora, num cenario em que areas canavieiras de encostas e declives
acentuados, de baixo rendimento, estdo sendo gradativamente substituidas (MADEIROS,
2019). A expanséo de povoamentos florestais clonais de Eucalyptus spp. no estado, entretanto,
favorece a introducdo e ocorréncia de surtos populacionais de insetos praga, ocasionando perdas
significativas e limitando a producao.

Dentre os insetos-praga associados a eucaliptocultura, a lagarta parda do eucalipto,
Thyrinteina arnobia (Stoll, 1782) (Lepidoptera: Geometridae), advinda de mirtaceas nativas,
como a goiabeira (Psidium guajava L.), é considerada a principal espécie desfolhadora do
género Eucalyptus no pais, com injurias que se caracterizam pelo intenso desfolhamento
ascendente nas copas das arvores de qualquer idade, demandando frequentes medidas de
controle (PAIVA,2013). Para 0 manejo das populacGes de T. arnobia, pulverizacdes aéreas de
inseticidas quimicos ou bioinseticidas, de elevado custo, sdo as principais taticas utilizadas
(BARBOSA, 2010). Nesse sentido, diferentes métodos que se enquadrem nas premissas do
Manejo Integrado de Pragas Florestais (MIP Floresta) vem sendo foco de pesquisas, incluindo
0 uso do controle bioldgico, através da conservacdo ou multiplicacéo e liberacdo de inimigos
naturais.

A conservacdo de inimigos naturais passa, necessariamente, pelo levantamento das
espécies de ocorréncias espontaneas mais comuns, que apresentem potencial para contribuicdo
na regulacédo das populacGes de T. arnobia em povoamentos florestais. Em relacéo a aplicacdes
e liberagbes de inimigos naturais em povoamentos florestais de Eucalyptus spp., 0
endoparasitoide gregario Palmistichus elaeisis (Hymenoptera: Eulophidae) é considerado um

agente promissor no controle de lepidopteros desfolhadores, possuindo habitos generalistas
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(PEREIRA et al., 2009), com ocorréncias descritas em pupas de T. arnobia e Thyrinteina
leucoceraea (Rindge) (Lepidoptera: Geometridae), Anticarsia gemmatalis (Hubner, 1818)
(Lepidoptera: Noctuidae), Alabama argillacea (Hubner, 1823) (Lepidoptera: Noctuidae) e
pupas de coledpteros como Tenebrio molitor (Linnaeus, 1758) (Coleoptera: Tenebrionidae)
(PEREIRA et al., 2008). Em Alagoas, até o presente momento, ndo foi registrada a ocorréncia
natural de P. elaesis, porém, liberacbes pontuais desse endoparasitoide para 0 manejo de T.
arnobia em povoamentos florestais de Eucalyptus spp. foram relatadas (Informacdes pessoais,
2023).

Para completa elucidacédo das interagdes que permeiam a utilizacdo de parasitoides em
programas de controle bioldgico, o entendimento do processo de busca hospedeira é
fundamental. De forma geral, os parasitoides realizam uma série de passos comportamentais
sequenciais para localizacdo, reconhecimento, aceitacdo e adequacdo hospedeira, aléem da
localizacdo do habitat do hospedeiro (VINSON, 1998), utilizando estimulos de naturezas fisica
e quimica (semioquimicos) (GODFRAY, 1994). Os semioquimicos utilizados por parasitoides
na busca hospedeira sdéo comumente emanados tanto pelo proprio inseto hospedeiro (ovos,
larvas, pré-pupas, pupas, excrementos e etc), quanto pela espécie hospedeira vegetal. Para P.
elaeisis, T. arnobia e seus diferentes hospedeiros vegetais, entretanto, tais relacées ainda nao
estdo completamente elucidadas.

Alem disso, € através dos neurdnios sensoriais olfativos localizados nas sensilas,
presentes nas antenas dos insetos, que o parasitoide consegue localizar seu hospedeiro
(MAGALHAES et al., 2020). Sensilas sdo ultraestruturas sensoriais capazes de desencadear
uma série de respostas comportamentais (ARIOLI et al., 2013). O estudo de sensilas em antenas
de insetos sO é possivel através do microscopio eletronico de varredura (MEV), esta técnica
visa analisar caracteristicas microestruturais de materiais sélidos. Para P. elaeisis ainda ndo
existe na literatura a identificacdo de suas sensilas antenais.

Diante do exposto, 0 objetivo do trabalho foi realizar estudos de ocorréncia de inimigos
naturais de ocorréncia espontanea de T. arnobia em povoamentos florestais de Eucalyptus spp.,
além da avaliacdo da ecologia quimica na utilizacdo do endoparasitoide P. elaeisis e realizar o
estudo de sensilas antenais em machos e fémeas de P. elaeisis, através de microscopia eletrénica
de varredura (M.E.V.) visando o direcionamento de bases para o planejamento e implantacéo
do controle bioldgico conservativo e aumentativo de T. arnobia no estado de Alagoas.

2. REVISAO DE LITERATURA
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2.1 O Género Eucalyptus

O género Eucalyptus, originario da Australia e ilhas proximas a Oceania, vem sendo
utilizado de forma expressiva para implantacdo de povoamentos florestais, devido a suas
caracteristicas de rapido crescimento e alta adaptacdo edafoclimatica (ARFLORA, 2013).
Pertencente a familia Myrtaceae, mesma familia boténica de espécies nativas do Brasil, como
a goiabeira P. guajava (SILVA et al, 2013), o género Eucalyptus foi introduzido no pais em
1903, tendo sido desenvolvidas, ao longo do tempo, tecnologias de manejo e producdo de
referéncia na esfera global (SANTOS et. al 2012).

S6 foi a partir de 1960, através da lei de incentivos fiscais concedidos pelo Governo
Federal que os plantios florestais foram se estabelecendo em larga escala no territorio brasileiro.
Cenario que tornou- se favoravel para o plantio de grandes espécies florestais, dentre elas se
destacam os géneros Corymbia, Pinus e Eucalyptus, sendo esse Ultimo, o mais predominante
em areas plantadas (REIS et al., 2021).

Séo conhecidas no geral, 730 espécies do género Eucalyptus, entretanto, apenas 20 sao
utilizadas para fins comerciais ao redor do mundo, destacando-se as espécies Eucalyptus
grandis Hill ex. Maiden, Eucalyptus saligna Smith, Eucalyptus urophylla S. T. Blake,
Eucalyptus viminalis Labill , Eucalyptus dunnii Maiden e Eucalyptus benthamii Maiden et
Cambage (SANTAROSA et al., 2014), cultivadas para os mais diversos fins, como producao
de papel, celulose, lenha, carvédo, serraria, 6leos para industrias farmacéuticas, mel, construcéo
civil e ornamentacdo (PASSADOR et al, 2012).

Diante desse dominio sobre outras culturas florestais, devido aos seus usos multiplos, a
eucaliptocultura tornou-se a alternativa mais economicamente viavel, com um potencial de
crescimento em todo territorio brasileiro (MARANGON, 2016). Em 2021, a area plantada de
eucaliptocultura alcancou valores de 7,53 milhdes de hectares representando 75,8% do total de
area plantada no Brasil concentrados principalmente nos estados de Minas Gerais, Sdo Paulo e
Mato Grosso do Sul (IBA, 2022).

Em Alagoas, as implantagOes experimentais de povoamentos florestais apresentam
destaque para os clones de Eucalyptus urograndis, sendo a espécie exotica mais cultivada,
resultante do cruzamento entre E. grandis x E. urophila, apresentando boa adaptacdo as
condigdes climaticas e edaficas da regido, alta produtividade e ciclos curtos, quando

comparados a espécies nativas (OLIVEIRA,2016).
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Com o crescimento e a consolidacdo da eucaliptocultura, entretanto, alguns fatores
podem limitar e ameacar a produtividade e estabelecimento, a exemplo de perdas ocasionadas
por surtos populacionais de insetos. No Brasil, sdo registradas cerca de 177 espécies de insetos
associados a Eucalyptus spp., incluindo espécies nativas e exoticas (EMBRAPA, 2017). Dentre

0s insetos nativos, destaca-se a lagarta parda do eucalipto, T. arnobia.

2.2 Thyrinteina arnobia (Stoll, 1782) (Lepidoptera: Geometridae)

A lagarta parda do eucalipto, T. arnobia, é considerada o principal desfolhador da
eucaliptocultura no pais (JESUS et al., 2015; RIBEIRO et al., 2016). Trata-se de uma espécie
que apresenta habito polifago, com registro em plantas nativas, do sub-bosque e também em
espécies exaticas, sendo os maiores surtos populacionais em plantas pertencentes a familia
Myrtaceae, com ocorréncia em varias espécies do género Campomanesia (gabiroba), nove
espécies do género Eugenia (pitanga ou cagaita), seis espécies do género Psidium (goiabas e
aracas) e vinte espécies do género Eucalyptus (PEREIRA, 2007). Sdo mariposas de habitos
predominamente noturnos, com machos mais ativos do que as fémeas, porém, apresentando
habitos de voo diurno. As fémeas passam o dia sobre troncos ou galhos. O acasalamento ocorre
uma vez, durante as primeiras horas da escotofase (ZANUNCIO et al., 2021).

Em relacdo ao seu aspecto morfoldgico, na sua fase adulta, T. arnobia possui
dimorfismo sexual bem aparente, no qual as fémeas possuem asas de colora¢do branca com
pontuacdes escuras, antenas filiformes e tamanho maior que os machos, de coloracdo castanho
claro e antenas pectinadas. Apds a copula, a fémea é capaz de ovipositar uma massa de
aproximadamente 1.000 ovos, de coloracdo esverdeada, ficando mais escuros quando estdo
préximos a ecloséo, com viabilidade média de 94,70% (OLIVEIRA, 2016; ZANUNCIO et al.,
2021). Na fase larval, quando recém eclodidas, possuem coloracdo preta e 16 manchas brancas
nas suas laterais. Com o passar dos instares, adquirem coloracao castanho escuro, sendo do tipo
“medo-palmo”, apresentando além dos trés pares de pernas toracicas, dois pares falsos de
pernas abdominais. Outra caracteristica importante de sua fase larval é a presenca de dois
segmentos conicos, separados por um sulco tipico na cabeca. A pupa, de coloracdo pardo
escura, é classificada como do tipo obtecta, sendo encontrada em campo escondida e enrolada
entre as folhas ou no solo proximo aos troncos das arvores (PEREIRA, 2007).

No Brasil, T. arnobia atinge niveis populacionais elevados nos periodos mais secos do

ano e em regides com regimes pluviométricos menos intensos, com injarias caracterizadas por
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iniciar da base para o apice das copas das arvores e das margens para o interior dos talhdes,
ficando mais perceptivel quando as lagartas estdo nos ultimos instares, pelo subito aumento de
desfolhamento e pelo barulho da queda de seus excrementos (ZANUNCIO et al.,1993). Os
danos causados por T. arnobia sdo bastante significativos, afetando o desenvolvimento das
arvores, através da diminuicdo da area fotossintética, impedindo a produtividade priméria e
paralisando o crescimento. Além disso, os danos podem estar relacionados a &reas com
crescimento  desuniforme, bifurcacdo no desenvolvimento e morte de arvores
(PEREIRA,2007).

Surtos populacionais de T. arnobia podem afetar a propriedade fisica, quimica e
anatdbmica da madeira, reduzindo a espessura da parede celular, densidade bésica, o teor de
lignina insollvel e total e o teor de cinzas em arvores de E. urograndis com cinco anos de
implantacdo. O perfil radial das arvores atacadas também expressou menor densidade de ar seco
guando comparadas com as ndo atacadas (BOBADILHA et al., 2019).

Com a expansdo da eucaliptocultura, ocorréncias frequentes de T. arnobia vém sendo
relatados nas mais diversas regides produtoras do pais, levando o setor florestal a investir no
desenvolvimento de programas de Manejo Integrado de Pragas Florestais (MIP Floresta),
visando acles integradas, utilizando métodos de controle diversos para a regulacdo das
densidades populacionais, atenuando injurias e danos econémicos (HORTA,2017).

Assim, a diversisficacdo dos métodos de controle vem sendo proposta, incluindo o
avanco de estudos sobre controle biolégico em conjunto com o controle comportamental,

através do estudo de semioquimicos.

2.3 Manejo de T. arnobia em Eucalyptus spp.

O cultivo de Eucalyptus spp. em monocultura clonais, configurado por areas extensas e
arvores de grande porte, torna 0 manejo de T. arnobia, através da pulverizacdo de inseticidas
quimicos e/ou bioinseticidas, de dificil implementagéo e alto custo (PEREIRA, 2007). Além
disso, o controle quimico pode ocasionar a reducdo da populagdo de inimigos naturais, a
contaminagdo ambiental e a selecdo de populagdes resistentes de insetos-praga (CAMILO et al,
2015).

Ainda assim, a pulverizag&o de inseticidas é a tatica de manejo mais utilizada pelo setor
florestal. Atualmente, existem 03 ingredientes ativos registrados para o controle populacional

de T. arnobia, sendo eles, deltametrina (piretroide), lufenurom (benzoiluréia) e tebufenozida



20

(diacilhidrazina) (AGROFIT, 2023). Além disso, 0 uso de inseticidas bioldgicos a base de
Bacillus thuringiensis (Berliner) (Eubacteriales: Bacillaceae) € uma pratica ampalmente
adotada no setor florestal.

Ademais, outros métodos de controle sdo pontualmente utilizados ou estdo em processo
de desenvolvimento, sendo o controle mecéanico-cultural, controle fisico, a resisténcia de
plantas e o controle biolégico os mais citados na literatura. No controle mecéanico-cultural, a
utilizacdo do sistema de gradagem ocasiona 0 esmagamento das pupas de T. arnobia, como
também a exposicdo a altas temperaturas e condi¢des adversas. Entretanto, devido a gradagem
ndo atingir a area proxima aos troncos, recomenda-se colocar terra ao redor dos mesmos
(ZANUNCIO et al, 1993). Pereira (2007) observou que a catagdo manual de posturas (ovos),
lagartas, pupas e adultos de T. arnobia, pode contribuir para diminuir a infestacdo. A remocao
de galhos baixos, com presenca de lagartas, também pode reduzir populacdes da lagarta parda
do eucalipto (OLIVEIRA et al., 2005). Porém, a aplicabilidade desse método é mais restrita a
pequenas areas, devido ao esforgo fisico e tempo requerido para aplicacao.

No controle fisico, 0 uso do fogo era bastante utilizado em infestacbes de T. arnobia,
mas logo esse método foi extinto, pois o calor ndo era suficiente para eliminar os insetos na
parte superior da copa (ZANUNCIO et al., 2021). J& o0 uso de armadilhas luminosas é a técnica
mais utilizada para a coleta e captura de adultos para controle massal e também monitoramento.
Em apenas uma armadilha usada na captura de adultos de T. arnobia, € possivel coletar em
torno de 3.000 mariposas (ALMEIDA et al, 1982; ZANUNCIO et al., 2021).

De acordo com Soliman (2014), a resisténcia de plantas vem sendo amplamente
estudada, sendo de facil aplicacdo, com alta potencialidade de mitigagdo das perdas em campo
e baixo risco ambiental. Porém, a identificacdo de materiais genéticos resistentes a T. arnobia,
qgue atendam as demandas de produtividade ainda séo incipientes. Almeida, et al. (2021),
estudou a preferéncia alimentar de T. arnobia em diferentes clones de E. urograndis (I 144, VE
41, 1114, VCC 865) e constatou que em testes de escolha, o clone | 144 apresentou menor
preferéncia alimentar, obtendo consumacéo foliar somente ap6s 48 horas. Além disso, 0
consumo de folhas foi semelhante entre os clones VE 41, 1114 e VCC 865.

Atualmente, um método de controle que apresenta potencial para o Manejo Integrado
de Pragas Florestais (MIP Floresta) é o controle biologico, através da liberagdo ou conservagéo

de inimigos naturais.

2.4 Controle Bioldgico de T. arnobia em povoamentos florestais de Eucalyptus sp.
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Parra (2014) define controle biolégico como um fenbmeno natural com a regulacéo de
uma populacdo por outra, através do uso de agentes biodticos de mortalidade, os inimigos
naturais. Quando ha interferéncia antrépica, com o intuito de incrementar as interacdes
antagdnicas que ocorrem entre 0s seres vivos, denomina-se o Controle Bioldgico Aplicado,
podendo ser do tipo Classico, Aumentativo e Conservativo.

O Controle Bioldgico Classico, consiste na importacdo e colonizacéo de parasitoides ou
predadores, visando o controle de pragas exoticas, ou eventualmente nativas (CHAGAS et al.,
2016). Para 0 manejo de T. arnobia, at¢ o momento, ndo foram relatadas introdugdes de
inimigos naturais, porém, um exemplo de sucesso na eucaliptocultura nacional, é a importacéo
do parasitoide de ovos Cleruchoides noackae Lin e Huber (Hymenoptera: Mymaridae) para o
controle do percevejo bronzeado, Thaumastocoris peregrinus Carpintero e Dellapé (Hemiptera:
Thaumastocoridae), inseto exotico, cuja ocorréncia no Brasil se deu em 2008. O parasitoide C.
noackae foi introduzido em 2009 e é considerado o Unico potencial agente de controle bioldgico
disponivel para T. peregrinus (NADEL et al, 2012).

No setor florestal, o Controle Bioldgico Aumentativo possui destaque em povoamentos
florestais, a exemplo da criacdo massal em laboratorio e posterior liberacdo inundativa de
Podisus nigrispinus (Dallas) (Heteroptera: Pentatomidae), utilizados para o controle biolégico
de lagartas desfolhadoras, incluindo T. arnobia (MORAES; LEWIS, 2000; PIRES et al, 2006).

O uso de entomopatogénicos nos plantios também é bastante empregado para o controle
de T. arnobia, sendo feito principalmente com a bactéria B. thuringiensis. Esse microorganismo
produz esporos que, ao serem ingeridos pelas lagartas, causam a ruptura da parede intestinal,
levando-as a morte. (ZANUNCIO et, al., 2014). Virus entomopatogénicos foram relatadas em
T. arnobia de uma colénia de laboratério com sintomas de infec¢do viral e que através da
microscopia eletrénica constatou a presenca de um novo isolado de virus, com o0 nome proposto
de Thyrinteina arnobia cypovirus 14 (TharCPV-14) (HORTA et al., 2018).

O Controle Biologico Conservativo, por sua vez, é definido por envolver medidas com
a finalidade da preservacdo de inimigos naturais em um determinado ambiente, ou seja,
populagdes de parasitoides ou predadores séo preservados por meio da manipulagdo de seu
ambiente de forma favoravel, sendo responsaveis pela mortalidade natural no agroecossistema
e mantendo o nivel de equilibrio da comunidade local de insetos (ABREU et al.,2015).

No Brasil, ocorréncias naturais de Trichospilus diatreae (Ferriere, 1930) (Hymenoptera:

Eulophidae) considerado um parasitoide polifago com preferéncia por insetos da ordem
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Lepidoptera, em pupas de T. arnobia foi relatado em plantios de eucalipto no estado de Minas
Gerais (PEREIRA et al, 2008). O parasitoide T. diatraeae foi estudado em laboratério e relatada
taxa de parasitismo de 95,8+2,85% em pupas de T. arnobia, com taxa de emergéncia de 89,6
+5,03% e média de 141,40 £ 17,27 individuos adultos emergidos por pupa (PASTORI et al.,
2012). Ocorréncia de parasitoide do género Aximopsis (Hymenoptera: Eurytomidae) foi
relatado emergindo de pupas de T. arnobia, em plantios de E. cloeziana em Minas Gerais
(TAVARES et al., 2015).

Além disso, o endoparasitoide gregario P. elaeisis, com relatos de parasitismo natural
em pupas de T. arnobia e T. leucoceraea Rindge (Lepidoptera: Geometridae), vem sendo
utilizado para implantacdo de estratégias de Controle Bioldgico Aumentativo, atraves da

liberacdo inundativa ou inoculativa, apos criacdo massal em laboratério (PEREIRA et al, 2008).

2.5 Palmistichus elaeisis Delvare & LaSalle (Hymenoptera: Eulophidae)

A familia Eulophidae é amplamente utilizada para controlar populacdes de pragas em
diversas culturas (NOYES, 2019), incluindo povoamentos florestais, com destaque para a
espécie P. elaeisis, um endoparasitoide gregario, idiobionte e generalista que parasita pupas das
ordens Lepidoptera e Coleoptera (PEREIRA et al., 2008).

A primeira ocorréncia de P. elaiesis parasitando pupas de T. arnobia em condicdes
naturais foi na cidade de Vigosa, Minas Gerais, no ano de 2008 (PEREIRA et al., 2008) e, desde
entdo, o parasitoide tem sido amplamente estudado e utilizado em programas de controle
biolégico de lagartas desfolhadoras em Eucalyptus spp. (ZANUNCIO et, al., 2021). Em
Alagoas, a liberacdo desse inimigo natural ainda é incipiente e em carater experimental
(informacgGes pessoais, 2022), porém estudos que envolvem a relacdo tritrofica entre planta-
hospedeiro — inimigo natural sdo inexistentes.

Em relacdo a aspectos morfoldgicos e bioecoldgicos, P. elaeisis possui ovos de
caracteristica hialina e lisos. O periodo de incubacdo dura em média dois dias em pupas de
Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794) (Lepidoptera: Crambidae), Anticarsia gemmatalis
(Hubner, 1818) (Lepidoptera: Noctuidae), Heliothis virescens (Fabricius, 1781) (Lepidoptera:
Noctuidae), Spodoptera frugiperda (Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) e T. arnobia (Stoll,
1782). A duracéo larval nesses hospedeiros é de aproximadamente 8 dias, apresentando larvas
apodas no 1° instar, com uma cuticula transparente. As larvas do 2°, 3° e 4° instares diferem das

mais jovens quanto a coloracéo, tamanho e volume do corpo. A pré-pupa de P. elaeisis € branca,
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com pigmentacdo na formagéo dos apéndices. Pupas de fémeas sdo maiores em comprimento
que as de machos. A partir do 14° dia de desenvolvimento ocorre escurecimento do tegumento
e dos olhos. Nesta fase é possivel verificar o dimorfismo sexual, em que ocorre escurecimento
do ovipositor nas fémeas e na placa ventral do escapo, nos machos (BITTENCOURT; BERTI
FILHO, 2004).

Pereira et. al (2011) estudando o efeito das exigéncias térmicas e numero de geracbes
de P. elaeisis em plantios de Eucalyptus sp., relataram que a temperatura influencia diretamente
o0 desenvolvimento de P. elaeisis, apresentando duracdo média do ciclo variando entre 39,92 a
21 dias a 28°C e 16°C, respectivamente. Esses autores indicam ainda que em temperaturas a
partir de 31°C, P. elaeisis ndo concluiu seu ciclo de vida em pupas de T. arnobia, fato que pode
representar um entrave para a implantacdo de programas de controle bioldgico aumentativo em
determinados periodos do ano no estado de Alagoas.

Além disso, diferentes hospedeiros vegetais, P. guajava e E. cloeziana, afetaram a
porcentagem de pupas de T. arnobia parasitadas, chegando a valores de 87% e 22%,
respectivamente. Do mesmo modo, a emergéncia e longevidade de P. elaeisis apresentou
maiores valores em P. guajava, quando comparada a E. cloeziana, atingindo 50% e 10% de
emergéncia, respectivamente, além de 14,28 + 0,19 dias de longevidade em P. guajava e 9,52
+ 0,31 dias em E. cloeziana (CAMILO et al, 2015).

Em criagdo massal, para utilizagdo no controle biol6gico aumentativo, visando
liberacdes inundativas, P. elaeisis pode se desenvolver em hospedeiros alternativos da ordem
Coleoptera, tais como pupas de Tenebrio molitor Linnaeus (Coleoptera: Tenebrionidae), de
facil tecnologia e baixo custo de manutencdo (ZANUNCIO et al., 2008).

Com isso, a estratégia de se aliar o controle biolégico com a ecologia quimica pode se
tornar um método eficaz para melhorar o manejo de pragas florestais e contribuir para
preservacdo de inimigos naturais, manipulando o comportamento dos parasitoides atraves do

estudo de semioquimicos.

2.6 Ecologia quimica aplicada ao controle bioldgico

A ecologia quimica engloba o estudo de compostos volateis, denominados
semioquimicos, envolvidos nas mais diversas interages entre os organismos. Os insetos, por
meio da deteccdo e emissdo desses compostos quimicos, desenvolvem fungdes vitais, como o

encontro de parceiros para o acasalamento e a busca de alimento, presas e/ou hospedeiros
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(ZARBIN et al.,2009). No processo de busca hospedeira, as pistas quimicas obtidas através dos
volateis emanados pelo proprio inseto hospedeiro (formas bioldgicas, excrementos e etc), além
das interacdes tritroficas envolvendo planta-inseto-parasitoide, merecem destaque (KAROWE;
SCHOONHOVEN, 1992).

Nesse sentido, as plantas, além dos insetos fitéfagos, sdo também capazes de emitir
compostos volateis especificos para atuar na atracdo de inimigos naturais. Tais compostos
quimicos apresentam potencial para atrair, reter ou aumentar o indice de parasitismo numa
determinada area, alterando a dindmica hospedeiro/parasitoide (VET e DICKE,1992).

O fornecimento de diferentes estimulos para manipular as a¢fes dos parasitoides em
laboratério e campo pode ser fundamental para a eficiéncia do controle biolégico de pragas
(HASSELL 2000; MILLS e WAINBERG 2008). Em campo, esses estimulos quimicos podem
favorecer o aumento das taxas de parasitismo, e atrair 0s inimigos naturais para uma
determinada area (AYELO et al., 2021), além de orientar os parasitoides a fonte do estimulo e
intensificar a busca pelo hospedeiro (VILELLA e DELLA LUCIA, 2001).

Assim, a aplicacdo dos semioquimicos para manipulacdo e comportamento de insetos
parasitoides oferece grandes perspectivas, podendo ser um grande aliado no desenvolvimento
de programas de controle biolégico (POWELL; PICKET, 2003). Entretanto, estudos aplicados
ao entendimento da ecologia quimica nas rela¢fes parasitoide-hospedeiro e planta-inseto-
parasitoide para P. elaeisis e T. arnobia ndo foram encontradas na literatura.

Além disso, para um bom entendimento sobre essa busca hospedeira faz-se necessario
estudar as sensilas antenais, o conhecimento dessas caracteristicas através da microscopia
eletronica de varredura (MEV), pode ajudar a compreender 0s aspectos comportamentais deste

inimigo natural.

2.7 Estudo de sensilas em antenas (MEV)

De modo geral, o comportamento dos insetos depende de estimulos ambientais, tais
como a percepcao de odor, umidade, temperatura, estimulos mecénicos, quimicos (GULLAN;
CRANSTON, 2012). Esses estimulos sdo captados por érgdos especializados que fazem parte
do tegumento da antena, conhecidos como sensilas (KLEINEIDAM; TAUTZ, 1996). As
sensilas possuem componentes cuticulares, neurénios sensoriais e células da bainha. Estes
componentes possuem fungbes mecanorreceptora, olfativa, termorreceptora, higrorreceptora e
sensiveis a CO2 (JORGE et al., 2019).
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Em Hymenopteras, ordem a qual P. elaeisis pertence, as sensilas antenais podem ser
longas (tricoidea); curtas e digitiformes (basiconica); planas e niveladas com a superficie do
tegumento (placoidea) ou curtas em depressdes da cuticula (celoconica) (GILLOTT, 2005;
NAKANISHI et al., 2009). Cada sensila, tem de dois a multiplos subtipos que divergem, de
acordo com sua sensibilidade e sintonia, a diferentes substancias quimicas de comunicacéao
(LIU et al, 2019; SILVA et al., 2019) a exemplo de sensilas tricoides que sdo apontadas para se
detectar os fermonios sexuais.

Os estudos para identificacdo das sensilas quimiorreceptivas olfatérias em antenas é
realizado através do microscdpio eletrénico de varredura (MEV), que fornece imagens de alta
resolucdo. A alta resolucdo das imagens obtidas com microscopia eletrnica de varredura é uma
das grandes vantagens deste equipamento, com resolucdo de 10 nm nos instrumentos
convencionais, podendo chegar a 1 nm, isso possibilita que as imagens sejam estereoscopicas
e bem enfocadas. Outra vantagem do uso do MEV, é que a amostra pode ser inclinada e girada
sob o feixe eletrénico em todas as orientacGes, mas para isso, & necessario que a amostra esteja
bem preservada nas trés dimensdes (AZEVEDO FILHO et al., 2008).

Além disso, a microscopia eletrénica de varredura é uma boa ferramenta para estudos
entomoldgicos, na caracterizagcdo microestrutural dos insetos. O seu uso surge como uma
metodologia satisfatdria, auxiliando nos estudos morfoldgicos, ja que, algumas estruturas ndo
sdo possiveis de visualizar no microscépio éptico (SANTOS-MALLET et al, 2008; AZEVEDO
FILHO et al., 2008).

No mais, poucos estudos relacionados as sensilas da familia Eulophidae sdo
apresentados na literatura, a exemplo de Tamarixia radiata (Waterston) (Hymenoptera:
Eulophidae), Trichospilus pupivorus (Ferriere, 1930) (Hymenoptera: Eulophidae) e
Tetrastichus hagenowii (Ratz.) (Hymenoptera: Eulophidae). Para o parasitoide P. elaeisis é

inexistente em literatura suas analises antenais em MEV.
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CAPITULO | - CONTROLE BIOLOGICO CONSERVATIVO DE Thyrinteina arnobia
(STOLL, 1782) (LEPIDOPTERA: GEOMETRIDAE) EM POVOAMENTOS
FLORESTAIS DE EUCALIPTO NO ESTADO DE ALAGOAS.

RESUMO

A lagarta parda do eucalipto, Thyrinteina arnobia (Stoll, 1782) (Lepidoptera: Geometridae), se
destaca por ser o principal inseto desfolhador de Eucalyptus sp. no pais. Nesse sentido, diversas
taticas de manejo sdo empregadas para minimizar os efeitos danosos ocasionados por T.
arnobia, em destaque, temos o uso do controle biol6gico. Com isso, o objetivo do trabalho foi
registrar a ocorréncia espontanea de inimigos naturais de T. arnobia em povoamentos florestais
de Eucalyptus sp. no estado de Alagoas. A pesquisa foi conduzida no Laboratério de
Entomologia Agricola e Florestal (LEAF) do Campus de Engenharias e Ciéncias Agrarias
(CECA-UFAL), e em povoamentos florestais de eucalipto com ocorréncia de surtos
populacionais de T. arnobia no estado de Alagoas. Os levantamentos da presenca espontanea
de inimigos naturais (predadores e parasitoides) foram realizadas no periodo de agosto de 2020
até abril de 2022 em povoamentos florestais de E. urograndis no estado de Alagoas. A
identificacdo foi realizada através de chaves dicotdmicas, quando foi necessario, as amostras
eram enviadas a taxonomistas especialistas. Registra-se a ocorréncia espontanea dos inimigos
naturais, Winthemia sp. (Diptera: Tachinidae), Charops sp. (Hymenoptera: Ichneumonidae,
Campopleiginae), Glyptapanteles sp. (Hymenoptera: Braconidae) e o predador Podisus sp.
(Hemiptera: Pentatomidae) associados a T. arnobia em povoamentos florestais de Eucalyptus
sp. no estado de Alagoas. No geral, estes sdo 0s primeiros registros de ocorréncia natural de
agentes de controle biolégico em T. arnobia no estado de Alagoas, informac@es essenciais para
0 desenvolvimento do manejo integrado de pragas florestais (MIP- Florestas) para a
eucaliptocultura na regido.

Palavras-chave: Pragas Florestais; Inimigos Naturais; Lagarta Parda do Eucalipto; MIP
Florestal.
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CHAPTER | - CONSERVATIVE BIOLOGICAL CONTROL OF Thyrinteina arnobia
(STOLL, 1782) (LEPIDOPTERA: GEOMETRIDAE) IN FOREST STANDS OF
EUCALYPTUS IN THE STATE OF ALAGOAS.

ABSTRACT

The eucalyptus brown caterpillar, Thyrinteina arnobia (Stoll, 1782) (Lepidoptera:
Geometridae), stands out as the main defoliator insect of Eucalyptus sp. in the country. In this
sense, several management tactics are employed to minimize the harmful effects caused by T.
arnobia, in particular, we have the use of biological control. Thus, the objective of this work
was to record the spontaneous occurrence of natural enemies of T. arnobia in forest stands of
Eucalyptus sp. in the state of Alagoas. The research was conducted at the Laboratory of
Agricultural and Forest Entomology (LEAF) of the Campus of Engineering and Agricultural
Sciences (CECA-UFAL), and in eucalyptus forest stands with occurrence of population
outbreaks of T. arnobia in the state of Alagoas. Surveys of the spontaneous presence of natural
enemies (predators and parasitoids) were carried out from August 2020 to April 2022 in forest
stands of E. urograndis in the state of Alagoas. For identification was using dichotomous keys.
When necessary, samples were sent to specialist taxonomists. The spontaneous occurrence of
natural enemies, Winthemia sp. (Diptera: Tachinidae), Charops sp. (Hymenoptera:
Ichneumonidae, Campopleiginae), Glyptapanteles sp. (Hymenoptera: Braconidae) and the
predator Podisus sp. (Hemiptera: Pentatomidae) associated with T. arnobia in Eucalyptus sp.
in the state of Alagoas. In general, these are the first records of the natural occurrence of
biological control agents in T. arnobia in the state of Alagoas, essential information for the
development of integrated forest pest management (IPM- Forest) for eucalyptus cultivation in
the region.

Keywords: Forest Pests; Natural Enemies; Eucalyptus Brown Caterpillar; Forest IPM.,
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1. INTRODUCAO

O controle biologico conservativo refere-se ao uso de predadores e parasitoides nativos,
de ocorréncia natural, geralmente envolvidos no manejo de insetos praga também nativos.
Diversas medidas podem ser consideradas essenciais para o incremento da abundancia e
atividade espontanea de inimigos naturais, incluindo a manipulagdo do microclima, reflgios,
viabilidade de presas e hospedeiros alternativos e o fornecimento de recursos alimentares
essenciais, tais como fontes de néctar (GURR et al. 2000).

Em povoamentos florestais de Eucalyptus spp. a habilidade de inimigos naturais
atuarem de maneira espontanea, porém, é desafiada principalmente por dois aspectos no
desenvolvimento de programas de controle bioldgico: (i) o manejo € frequentemente requerido
para insetos herbivoros ocupando habitats simplificados em diversidade e estrutura; (ii) a teia
inimigo natural x herbivoro x planta hospedeira é frequentemente composta por espécies
exoticas que compartilham poucos tragos evolutivos com a biota natural, simplificando a teia
de acdo desses agentes de controle biologico natural.

A lagarta parda do eucalipto, Thyrinteina arnobia (Stoll, 1782) (Lepidoptera:
Geometridae), configura-se como um inseto nativo, proveniente de Myrtaceas nativas como a
goiaba (Psidium guajava L.), e destaca-se por ser o principal inseto desfolhador de Eucalyptus
spp. no pais (PAIVA, 2013). Em Alagoas, surtos populacionais de T. arnobia sao
frequentemente relatados em povoamentos florestais clonais, causando danos significativos,
requerendo a adocao repetida de medidas de controle (BREDA et al., 2018).

Nesse sentido, o estudo e levantamento de espécies de inimigos naturais, com ocorréncia
espontanea, é fundamental para elucidar bases de implantagdo de um programa de controle
bioldgico de T. arnobia, que inclua a possibilidade da acdo de organismos agentes de controle
biolégico conservativo, diretamente relacionada ao monitoramento e detec¢do do nivel de
controle para a regido (CELLI, 2017; VIEIRA et al., 2018; JUNIOR et al., 2018).

Com isso, 0 objetivo do trabalho foi registrar a ocorréncia espontanea de inimigos
naturais de T. arnobia, em carater qualitativo, para povoamentos florestais de Eucalyptus spp.

no estado de Alagoas.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Local de realizagéo da pesquisa

A pesquisa foi conduzida em povoamentos florestais de Eucalyptus spp. com ocorréncia
de surtos populacionais de T. arnobia no estado de Alagoas, localizados nos municipios de Rio
Largo, Atalaia e Macei0; e no Laboratorio de Entomologia Agricola e Florestal (LEAF) do
Campus de Engenharias e Ciéncias Agrarias (CECA-UFAL).

2.2. Levantamento qualitativo de Inimigos Naturais de ocorréncia espontanea

Para o registro da ocorréncia do controle bioldgico conservativo de T. arnobia em
povoamentos florestais de Eucalyptus spp. no estado de Alagoas, levantamentos da presenca
espontanea de inimigos naturais foram realizadas de forma aleatéria entre agosto de 2020 a
abril de 2022 durante surtos populacionais da espécie, que eram avisados pelos pragueiros dos
plantios, em periodos de estiagem do ano.

Para o levantamento das espécies de parasitoides e entomopatdgenos, diferentes formas
bioldgicas (ovos, lagartas, pré-pupas e pupas) de T. arnobia foram coletadas manualmente,
armazenadas em baldes plasticos (20 litros), com orificios laterais e na tampa, recobertos por
tecido do tipo voile e transportadas para o Laboratorio de Entomologia Agricola e Florestal
(LEAF).

As formas biolGgicas eram mantidas em ramos de E. urograndis, renovados sempre que
necessario e observadas diariamente, para verificacdo da ocorréncia de parasitismo e/ou
parasitoidismo. Em caso de sinais de parasitoidismo, o parasitoide era observado até atingir a
fase adulta, sendo posteriormente acondicionado em pote plastico e conservado em alcool 70%
até a futura identificac&o.

Para o levantamento de predadores, observacgdes in situ foram realizadas. A coleta dos
insetos consistiu na inspecdo visual dos ramos das plantas, e quando necessario, redes
entomoldgicas foram utilizadas na captura ativa de insetos em vdo ou pousados nas plantas. As
formas biologicas de ocorréncia foram coletadas e transportadas para o Laboratdrio de
Entomologia Agricola e Florestal (LEAF).
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2.3 ldentificagéo de Inimigos Naturais

A identificacdo dos inimigos naturais foi realizada através de chaves dicotdmicas, em
literaturas a exemplo de “Insetos do Brasil: Diversidade ¢ Taxonomia” (RAFAEL et al., 2012)
e “Insetos de importancia econOmica: guia ilustrado para identificacdo de familias”
(FUJIHARA et al., 2011). Quando necessario, as amostras foram enviadas a taxonomistas

especialistas.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Registro de ocorréncia natural de parasitoides associados a T. arnobia

Em agosto de 2020, durante o periodo de realizacbes das coletas em povoamentos
florestais de Eucalyptus spp. em Alagoas, foi possivel observar a ocorréncia frequente de pupas
e adultos de Diptera, identificados posteriormente como o género Winthemia (Diptera:
Tachinidae) (Figura 1A), a partir de pupas de T. arnobia, chegando a apresentar taxas de
parasitismo acima de 60% nos espécimes coletados durante esse periodo.

Além disso, em maio de 2021, a presenca de adultos (Figura 1B) e casulos (Figura 1C)
de parasitoide da subfamilia Campopleginae (Hymenoptera: Ichneumonidae) em quatro
lagartas de T. arnobia foi observada, identificados com o auxilio do pesquisador Dr. Daniel
Fernandes, do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazobnia (INPA), como Charops sp.
(Hymenoptera: Ichenumonidae, Campopleginae).

Apds duas coletas, em abril de 2022, ainda em larvas de T. arnobia, foi observada a
ocorréncia do parasitismo pelo género Glyptapanteles (Hymenoptera: Braconidae) (Figura 1C).
De aproximadamente 100 lagartas coletadas em campo, um total de 27 Lagartas de T. arnobia,
observadas diariamente em laboratorio exibiram a eclosao de larvas de parasitoides (Figura 1D)
e consequentemente a formacéo de 262 casulos anexados ao corpo dos insetos (Figura 1E), ou
presos entre os galhos e folhas em ramos de E. urograndis.

Apos a eclosdo das larvas do parasitoide Glyptanpateles sp. (Hymenoptera:
Braconidae), as lagartas de T. arnobia permaneceram vivas, porém apresentaram deterréncia
alimentar significativa e comportamento agressivo, quando se sentiam ameagadas, com 0
intuito de proteger os casulos, morrendo apos a emergéncia do adulto do parasitoide, totalizando
213 adultos emergidos de Glyptanpateles sp.



39

Figura 1. Parasitoides de ocorréncia natural associados a Thyrinteina arnobia (Lepidoptera:
Geometridae) em povoamentos florestais de Eucalyptus spp. no estado de Alagoas. A) Adulto
de Winthemia spp. (Diptera: Tachinidae); (B) Adulto de Charops sp. (Hymenoptera:
Ichenumonidae, Campopleginae); (C) Casulo de Charops sp. (Hymenoptera: Ichenumonidae,
Campopleginae); (D) Adulto de Glyptanpateles sp. (Hymenoptera: Braconidae); (E) Larvas de
Glyptanpateles sp. (Hymenoptera: Braconidae) em largarta de T. arnobia; (F) Casulos de
Glyptanpateles sp. (Hymenoptera: Braconidae) em lagarta de T. arnobia.

Fonte: Autora (2022).

A familia Tachinidae é conhecida como uma das mais diversificadas dentre as familias
que compdem a ordem Diptera, sua importancia se dé ao fato de que sdo considerados agentes
promissores para o0 controle de diversas pragas da ordem Lepidoptera, Hymenoptera,
Coleoptera, Hemiptera e Orthoptera contribuindo para o controle biolégico natural e
conservativo de diversas espéecies (IRWING et al., 2003; STIREMAN et al., 2006).

Em relacdo ao género Winthemia, sua ocorréncia é amplamente distribuida,
apresentando registros nas maiores regides biograficas do mundo, incluindo a America do Sul
(O’HARA, 2012). Todas as suas espécies sdo caracterizadas por parasitar lagartas de
lepidopteros e se tem registro de parasitismos entre as familias Nymphalidae, Noctuidae e
Geometridae, familia a qual T. arnobia pertence (JANZEN & HALLWACHS,2009).

Marconato et. al (2008), realizando levantamento de espécies de Geometridae em
Erythroxylum microphyllum St.- Hilaire (Erythroxylaceae) constataram a ocorréncia do
parasitoidismo do género Winthemia sp. em Cyclomia mopsaria Guenée (Lepidoptera:

Geometridae).
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Marciano et. al (2009) relataram a ocorréncia de parasitoidismo por Winthemia analis
(Macquart) como parasitoide larva-pupa em Brassolis sophorae laurentii Stichel (Lepidoptera:
Nymphalidae: Brassolinae) no estado de Alagoas.

A familia Ichneumonidae pode se caracterizar por estar presente em praticamente todos
0s habitats terrestres, possuindo aproximadamente 25 mil espécies, dentre estes nimeros, 986
espécies sdo conhecidas no Brasil (FERNANDES et al., 2019). Em levantamento
entomofaunistico em area experimental de E. urograndis, localizado no municipio de Rio
Largo- AL espécies de Hymenopteras da familia Ichneumonidae, foram relatados por Gonzaga
(2019).

Os Campopleginae constituem por ser uma subfamilia de Ichneumonidae, amplamente
distribuida possuindo como caracteristicas por serem coinobiontes solitarios de larvas e outros
insetos que possuem holometabolismo, a maioria parasita lagartas de lepidopteros, mas
parasitam também larvas de Symphyta e Coleoptera, possuindo assim importancia como
agentes de controle bioldgico natural (ONODY,2005).

Marconato et. al (2008), realizando levantamento de espécies de Geometridae em E.
microphyllum constataram a ocorréncia do parasitoidismo de Charops sp. (Hymenoptera:
Ichenuemonidae, Campopleiginae) em C. mopsaria, Glena sp. (Lepidoptera: Geometridae) e
Iridopsis fulvitincta (Warren, 1897) (Lepidoptera: Geometridae).

Pesquisas e relatos de ocorréncia sobre o género Glyptapanteles ainda sdao poucos
conhecidos, no Brasil, este endoparasitoide gregario ja foi relatado por Gassen (1986) como um
dos principais agentes naturais de controle de Pseudaletia sequax Franclemont (Lepidoptera:
Noctuidae), inseto polifago responsavel por prejuizos em cereais como trigo, cevada e aveia,
além de pastagens.

No levantamento realizado em E. microphyllum sobre parasitismo de lagartas da familia
Geometridae foi relatada a ocorréncia de Glyptapanteles sp. parasitando as espécies Cyclomia
mopsaria Guenée (Lepidoptera, Geometridae), Glena sp. (Lepidoptera: Geometridae) e
Physocleora sp. (Lepidoptera: Geometridae) (MARCONATO et. al, 2008).

Em relacdo ao parasitismo do género Thyrinteina apenas se tem relato da ocorréncia de
Glyptapanteles sp. parasitando a espécie Thyrinteina leucocerae (Rindge) (Lepidoptera:
Geometridae), em eucalipto. Grosman et. al, (2008) aborda sobre a ocorréncia desse inseto em
Minas Gerais e a capacidade do parasitoide Glyptapanteles sp. de manipular o comportamento
da lagarta T. leucocerae. Segundo o autor, as lagartas parasitadas continuam se desenvolvendo

e se alimentando até o 4° ou 5° instar, quando as larvas parasitdides saem do hospedeiro e ocorre



41

a formacdo dos casulos. Nessa fase, 0 hospedeiro passa por uma série de mudangas
comportamentais, incluindo cessacdo da alimentacdo, além de mudanca no comportamento,
com o aumento de balancos de cabeca das lagartas quando intimidadas, que poderiam servir
como uma defesa das pupas parasitéides contra predacdo ou hiperparasitismo (GROSMAN et.
al, 2008).

N&o ha registros de ocorréncia da espécie T. leucocerae em implantagdes florestais de
Eucalyptus spp. na regido Nordeste, porém, 0 comportamento descrito para a espécie corrobora
com o observado em lagartas de T. arnobia parasitadas por Glyptapanteles sp. coletadas em
plantios de eucalipto em Alagoas.

De forma geral, poucos sdo os relatos de ocorréncia espontanea de inimigos naturais
parasitando lepidopteros no estado de Alagoas, em especial para familia Geometridae, sendo
esses 0s primeiros registros de ocorréncia do parasitismo natural de Winthemia sp., Charops sp.

e Glyptapantele sp. parasitando T. arnobia em plantios de Eucalyptus spp. para a regiéo.

3.2 Registro de ocorréncia natural de predadores associados a T. arnobia

Em relacdo ao controle bioldgico natural de T. arnobia através de organismos
predadores em povoamentos florestais de Eucalyptus spp. no estado de Alagoas, foi observada
aocorréncia in situ de ninfas (Figura 2A) e adultos (Figura 2B) de percevejos do género Podisus

sp. (Dallas, 1851) (Hemiptera: Pentatomidae) alimentando-se dos fluidos de lagartas em campo.
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Figura 2. Predadores de ocorréncia natural associados a Thyrinteina arnobia
(Lepidoptera: Geometridae) em povoamentos florestais de Eucalyptus spp. no estado de
Alagoas. A) Ninfas de Podisus sp. (Dallas, 1851) (Hemiptera: Pentatomidae); (B) Adulto
de Podisus sp.

onte: Autbraﬂ(OZ).

Percevejos do género Podisus possuem registros de ocorréncia em varias culturas,
incluindo o eucalipto (MORAES et al., 1976; ZANUNCIO et al., 1993), possuem o hébito
generalista e sdo encontrados frequentemente associados a lepidopteros-praga, como a familia
Geometridae (MC PHERSON, 1980).

Desde a década de 90, a producdo massal de Podisus spp. em laboratérios e sua posterior
liberacdo em povoamento florestais para 0 manejo de lagartas desfolhadoras é estabelecida,
incluindo T. arnobia, a exemplo de empresas reflorestadoras brasileiras como a CAF Florestal
Ltda, Champion Celulose, Mannesmann Florestal Ltda, Pains Florestal S.A. e Reflorestadora
do Alto Jequitinhonha (Refloralje) (ZANUNCIO et al., 1991).

Cavalcanti et al. (2000) relatam que quanto maior a herbivoria provocada por T. arnobia
em eucalipto, maior o numero de visitas de Podisus sp., provavelmente mediadas por pistas
quimicas, como cairomonios.

Dessa forma, a ocorréncia natural de Podisus sp. na predagdo ativa de lagartas de T.
arnobia no estado de Alagoas, indica a possibilidade do desenvolvimento de programas de

controle bioldgico aplicado para a espécie.

3.3 Registro de ocorréncia natural de entomopatdgenos associados a T. arnobia

N&o foram, porém, registradas as presencas de infeccdo por entomopatégenos nas

formas bioldgicas coletadas durante o periodo de desenvolvimento do presente estudo.
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4. CONCLUSOES

Registra-se as primeiras ocorréncias espontaneas dos inimigos naturais, Winthemia sp.
(Diptera: Tachinidae), Charops sp. (Hymenoptera: Ichneumonidae, Campopleiginae),
Glyptapanteles sp. (Hymenoptera: Braconidae) e do predador Podisus sp. (Hemiptera:
Pentatomidae) associados a T. arnobia em povoamentos florestais de Eucalyptus sp. no estado

de Alagoas.
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CAPITULO Il - ECOLOGIA QUIMICA NO CONTROLE BIOLOGICO APLICADO
DE Thyrinteina arnobia (STOLL, 1782) (LEPIDOPTERA: GEOMETRIDAE).

RESUMO

A lagarta-parda-do-eucalipto, Thyrinteina arnobia (Stoll, 1782) (Lepidoptera: Geometridae), é
classificada como praga-chave para o cultivo de Eucalyptus sp. no pais. Palmistichus elaeisis
Delvare e LaSalle, 1993 (Hymenoptera: Eulophidae), € uma espécie de parasitoide que se
destaca por se ter potencial para se desenvolver em pupas de lepiddpteros, incluindo T. arnobia.
A manipulacéo do comportamento de parasitoides utilizando os semioquimicos oferece grandes
perspectivas e pode ser uma ferramenta aliada ao controle bioldgico. Estes semioquimicos
podem ter diversas funcBes para aumentar as taticas de controle de pragas em campo, 0sS
compostos envolvidos entre essas interacbes podem atrair ou reter os parasitoides em uma
determinada &rea ou aumentar os indices de parasitismo. Nesse contexto, o objetivo deste
trabalho foi elucidar o papel dos semioquimicos extraidos de pupas de T. arnobia advindos de
clones de E. urograndis na atracdo do endoparasitoide P. elaeisis. Para isso, extratos de pupas
de fémeas e machos de T. arnobia foram submetidos as técnicas de extracdo por aeracdo e
cuticular. Seguidamente foram estudados e analisados via técnica cromatografia gasosa
acoplada a detector por ionizacao de chama (CG-FID), os estudos comportamentais de fémeas
de P. elaeisis foram submetidos a olfatometria de dupla escolha em “Y”, além de ser estudados
antenas de fémeas de P. elaeisis frente a extrato de aeracdo de pupas fémeas de T. arnobia
através da eletroantenografia acoplada a cromatografia gasosa (EAG-CG) e seguidamente o
extrato foi analisado via Cromatografia Gasosa acoplada a espectometria de Massas (CG-EM).
Os compostos encontrados em pupas de T. arnobia, indicados como 4-Hexen-1-ol, acetato;
2,3,5,6-Tetrametilpirazina; 2-Nonanona e 1-Undeceno sdo encontrados em processos de
atracédo do parasitoide P. elaisis.
Os resultados obtidos contribuem para a consolidacdo do Manejo Integrado de Pragas Florestais
(MIP-Floresta).

Palavras- chave: Cairomonios; Praga-Florestal; Parasitoides; MIP.
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CHAPTER Il - CHEMICAL ECOLOGY IN THE APPLIED BIOLOGICAL
CONTROL OF Thyrinteina arnobia (STOLL, 1782) (LEPIDOPTERA:
GEOMETRIDAE).

ABSTRACT

The eucalyptus brown caterpillar, Thyrinteina arnobia (Stoll, 1782) (Lepidoptera:
Geometridae), is classified as a key pest for the cultivation of Eucalyptus sp. in the country.
Palmistichus elaeisis Delvare and LaSalle, 1993 (Hymenoptera: Eulophidae), is a parasitoid
species that stands out for having the potential to develop in lepidoptera pupae, including T.
arnobia. The manipulation of parasitoid behavior using semiochemicals offers great
perspectives and can be a tool allied to biological control. These semiochemicals can have
several functions to increase pest control tactics in the field, the compounds involved between
these interactions can attract or retain parasitoids in a given area or increase parasitism rates. In
this context, the objective of this work was to elucidate the role of semiochemicals extracted
from pupae of T. arnobia from clones of E. urograndis in the attraction of the endoparasitoid
P. elaeisis. For this, extracts of pupae of females and males of T. arnobia were submitted to
aeration and cuticular technique. Subsequently, they were studied and analyzed by gas
chromatography technique coupled to flame ionization detector (GC-FID), the behavioral
studies of P. elaeisis females were submitted to double choice olfactometry in "Y", besides
being studied antennas of P. elaeisis females against the aeration extract of female pupae of T.
arnobia through electroantenography coupled to gas chromatography (EAG-CG) and then the
extract was analyzed via Gas Chromatography coupled to Mass Spectrometry (GC-MS).
Compounds found in pupae of T. arnobia, indicated as 4-Hexen-1-ol, acetate; 2,3,5,6-
Tetramethylpyrazine; 2-Nonanone and 1-Undecene present bioactivity in processes of
attraction of the parasitoid P. elaisis. The results obtained contribute to the consolidation of the
Integrated Management of Forest Pests (IPM- Forest).

Keywords: Cairomonians; Pest-Forest; Parasitoids; MIP.
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1.  INTRODUCAO

O estudo da ecologia quimica aplicada ao controle bioldgico de insetos passa
necessariamente pelo entendimento de processos de busca e aceitacdo hospedeira, através da
utilizacdo de semioquimicos comumente implicitos na estratégia comportamental de
reconhecimento e forrageamento (VET e DICKE, 1992). Nesses processos de localizacdo de
habitat e do hospedeiro, os semioquimicos percebidos pelos inimigos naturais, destacando-se
0S parasitoides, possuem diversas funcbes, podendo modificar a movimentagdo e
direcionamento de busca e gerando respostas de orientacdo, permanéncia ou deslocamento
(VINSON,1998).

Palmistichus elaeisis Delvare e LaSalle, 1993 (Hymenoptera: Eulophidae) € um
endoparasitoide gregéario de ocorréncia natural e espontdnea em pupas de coledpteros e
lepiddpteros, incluindo Thyrinteina arnobia (Stoll, 1782) (Lepidoptera: Geometridae),
classificada como praga-chave para o cultivo de Eucalyptus spp. no pais, devido aos surtos
populacionais frequentes, demandando repetida utilizacdo de métodos de controle (MORAES
& MACEDO 1975; ANJOS et al., 1987; HOLTZ et al., 2003; BARRETO & MOJENA, 2007).

A criacdo massal em laboratério e liberacdo inundativa em campo de P. elaeisis para o
manejo de T. arnobia ja é estabelecida em varios estados do Brasil, configurando-se como um
agente de controle bioldgico aplicado de T. arnobia, para além do controle bioldgico
conservativo, em plantios de Eucalyptus spp. (PEREIRA et al., 2008). Em Alagoas, porém, sua
utilizacdo aplicada ainda é incipiente e em carater experimental (informagdes pessoais, 2022).

Em campo, a manipulacdo do comportamento de parasitoides utilizando semioquimicos
pode oferecer grandes perspectivas, apresentando-se como uma ferramenta aliada ao controle
bioldgico, atraindo, retendo, direcionando e consequentemente, aumentando os indices de
parasitismo (LEWIS e MARTIN 1990, POWELL e PICKETT 2003). Estudos sobre a ecologia
quimica, entretanto, abordando o comportamento e os semioquimicos envolvidos na busca
hospedeira de P. elaeisis por pupas de T. arnobia sdo inexistentes.

Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi elucidar o papel dos semioquimicos
extraidos de pupas de T. arnobia na atracdo do endoparasitoide P. elaeisis.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Local de realizacédo da pesquisa

O estudo foi conduzido no Laboratorio de Entomologia Agricola e Florestal (LEAF) do
Campus de Engenharias e Ciéncias Agrarias (CECA) e no Laboratdrio de Pesquisa em Recursos
Naturais (LPgRN) do Instituto de Quimica e Biotecnologia, na Universidade Federal de
Alagoas (UFAL).

2.2. Obtencéo de pupas de Thyrinteina arnobia (Lepidoptera: Geometridae)

Pupas de T. arnobia foram coletadas manualmente em povoamentos florestais de E.
urograndis, no municipio de Maceio, Alagoas, e transportadas para o Laboratério de

Entomologia Agricola e Florestal (LEAF).

2.3. Obtencéo do parasitoide Palmistichus elaeisis (Hymenoptera: Eulophidae)

Os parasitoides foram fornecidos pelo Laboratorio de Controle Bioldgico de Pragas
Florestais da Universidade Estadual de Sdo Paulo (UNESP), em Botucatu. Os insetos vieram
atraves de pupas parasitadas de Anticarsia gemmatalis (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) e
apos emergéncia foram mantidos em tubos de vidro (2,5 cm de didmetro e 8,5 cm de
comprimento) vedados com tecido tipo “voil” e alimentados com mel puro, até realizacdo dos

experimentos.

2.4 Obtencdo de extratos de pupas de T. arnobia utilizando a técnica de aeracéo

Para a coleta dos extratos por meio do processo de aeracdo, foram utilizadas camaras de
vidro, de tamanho adequado ao volume dos materiais, sendo eles: (1) Pupas fémeas de T.
arnobia e (11) Pupas machos de T. arnobia, com aproximadamente 24h de idade.

Em seguida, um fluxo continuo a 1L/min de ar, umidificado e pré-filtrado por carvao
ativado, foi passado pelas camaras, carreando os compostos volateis liberados pelas pupas de
T. arnobia, retende-os em um “trap” contendo polimero adsorvente (0,06g Porapak Q), inserido
na extremidade de saida da camara.

O periodo de aeracao foi de 24h, sendo em seguida realizada a dessor¢éo dos compostos

liberados, utilizando hexano grau HPLC como solvente. As amostras foram mantidas em
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recipientes de vidro do tipo “vial” (2mL) e conservadas em freezer (-20°C), no intuito de evitar

perda de material, e garantir posteriores analises.

2.5 Obtencao de extratos cuticulares de pupas de T. arnobia

Para extracdo dos hidrocarbonetos cuticulares de pupas de T. arnobia utilizou-se como
solvente o hexano grau HPLC (bidestilado). As amostras realizadas foram: (1) Pupas fémeas de
T. arnobia e (I1) Pupas machos de T. arnobia.

Para cada amostra foram utilizadas cinco pupas de fémeas e cinco pupas de machos que
foram imersas em tubos de vidros contendo 500 microlitros de solvente hexano. Apds o periodo
de 20 min, o sobrenadante foi filtrado em uma coluna de 1& de vidro, preparada em uma pipeta
de Pasteur de vidro, e transferidos para um vial com capacidade de 2 mL, e conservados em

refrigeracdo (-20 °C) para posterior anélise.

2.6 Andlise dos extratos de pupas de machos e fémeas de T. arnobia em cromatografo

gasoso em detector por ionizacdo de chama (CG-FID).

As analises prévias dos extratos das pupas de T. arnobia ocorreram por meio de
cromatdgrafo gasoso em detector de ionizagdo em chama (CG-FID). Uma aliquota de 1 uL das
amostras foram analisadas no cromatografo em coluna capilar NST 05 (30 m, 0,25 mm d.i.;
Restek, Bellefonte, PA, USA). O método utilizado para a separacdo dos componentes foi
inicialmente de 50 °C, aumentando 10 °C por minuto até atingir 280 °C, mantida por 10 minutos
e apods esse periodo aquecida até 300 °C com aumento de 10 °C por minuto. O gas hidrogénio
foi empregado como gés de arraste, sendo esse responsavel pelo transporte das amostras por
meio da coluna de cromatografia gasosa.

Com a andlises obtidas, foi realizada a observacdo dos cromatogramas para
identificacdo de compostos especificos, e com a obtencdo do tempo de retencdo de cada
composto na amostra, foi possivel calcular o indice de Retengéo (IR), em que foi necessario
analisar o padrdo de n-alcanos de 7 a 30 atomos de carbono (SIGMA-ALDRICH) no mesmo
equipamento e método usado nos extratos em modo “split”. Com isso, através dos tempos de
retencdo dos compostos das amostras e do padréo de alcanos foi realizado os célculos do IR de
cada composto com base na equacao abaixo:

IR =100y + 100 (z — y) * (trx—try) + (trz—try)
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Em que: trx = tempo de retencdo dos compostos de interesse; y= nimero de carbonos
do hidrocarboneto que elui antes do composto x; z= niumero de carbonos do hidrocarboneto que

elui depois do composto x.

2.7 Bioensaio em Olfatometro de dupla escolha do tipo “Y”

A resposta comportamental de fémeas de P. elaeisis aos extratos coletados foram
observadas através do olfatdmetro de dupla escolha do tipo “Y”, operado com um fluxo de ar
continuo de 0,8 L/min, previamente umidificado e filtrado com carvdo ativado. O olfatbmetro
consiste de um tubo de vidro em forma de Y, com o tubo principal e dois bracos de 10 cm de
comprimento cada.

A fonte de odor utilizada foi um pedaco de papel de filtro (1 cm?) impregnado com 10
uL do extrato escolhido e hexano (testemunha) que foi colocado na base de cada brago do
olfatbmetro. Uma fémea de P. elaeisis era introduzida na base do tubo principal do olfatbmetro
e seu comportamento foi observado durante cinco minutos.

A resposta era registrada quando o parasitoide sobrevoava contra o fluxo de ar até o
final do brago escolhido que contém a fonte de odor. Era considerado como nédo-resposta
guando o parasitoide ndo sobrevoava contra o fluxo de ar ou ndo escolhia nenhuma das fontes
de odor durante os cinco minutos observados. Apos dez repeticdes, a posicdo dos bragos do
olfatdbmetro era invertida, realizando mais dez repeti¢des seguidamente, afim de evitar qualquer
interferéncia externa.

Os bioensaios desenvolvidos com os extratos foram: (I) Extrato de aeracdo de pupas de
fémeas de T. arnobia; (1) Extrato de aeracao de pupas de machos de T. arnobia; (I11) Extrato
cuticular de pupas de fémeas de T. arnobia; (IV) Extrato cuticular de pupas de machos de T.
arnobia; (V) Extrato de fezes de T. arnobia.

2.7.1 Andlise estatistica

Para cada experimento foram testadas 20 fémeas de P. elaeisis, com cada individuo
perfazendo uma repeticdo. Cada inseto foi testado apenas uma vez. Os dados da resposta das
fémeas para os diferentes tratamentos em olfatdmetro foram analisados utilizando-se o teste de
frequéncia ndo-paramétrico de Chi-quadrado (¥ a 5% de probabilidade no programa SAS
(SAS INSTITUTE, 2001). Os gréaficos foram elaborados no Software SigmaPlot (SYSTAT
SOFTWARE INC., 2006).
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2.8 Andlise de Eletroantenografia acoplada a Cromatografia Gasosa (CG-EAG)

A resposta eletroantenogréafica de fémeas de P. elaeisis aos extratos obtidos foram
analisadas através do cromatografo a gas acoplado ao detector por ionizacdo de chamas modelo
Shimadzu QP-2010, operado no modo “splitless”, com coluna capilar RTX-5 (30 m, 0,25 mm
d. i., 0,25 um; Restek®), onde o efluente da coluna foi dividido em duas linhas, uma levando
ao detector FID e a outra a0 EAG, o0 gés de arraste utilizado foi o nitrogénio. Fémeas de P.
elaeisis foram selecionadas e em seguida, com uso de pin¢a entomoldgica, as antenas eram
removidas cuidadosamente e fixada no eletrodo do sistema CG-EAG. Um gel condutor de
eletricidade era utilizado para cobrir as extremidades da antena no eletrodo, afim de permitir a
passagem da corrente elétrica (Signa gel, Parker Labs, EUA).

Foi testada nessa fase do trabalho a antena de P. elaeisis frente ao extrato de aeracédo de
pupas de fémeas de T. Arnobia. Os sinais das antenas foram registrados através do amplificador
de alta impedancia (IDAC4, Syntech 2004), sendo que as respostas do EAG e a andlise do FID
foram registradas simultaneamente pelo software Autopike32, Syntech 2008. Na anélise das
respostas do CG-EAG, foram observadas a relacdo entre o sinal do EAG absoluto e os ruidos
da linha base e os picos correspondentes dos compostos presentes na amostra registrados pela
CG-FID.

2.9 Identificacdo dos compostos bioativos via Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectometria de Massas (CG-EM)

O extrato que apresentou bioatividade, foi analisado em Cromatografia Gasosa acoplada
a Espectometria de Massas (CG-EM), para auxilio na identificacdo do composto que apresentou
resposta em Eletroantenografia acoplada a Cromatografia Gasosa (EAG-CG), para isso foi
utilizado um espectrometro de massas (SHIMADZU, QB 2010 Ultra) acoplado a cromatdgrafo
gasoso (CG-MS), equipado com coluna capilar DB-5 de 30m (0.25um di, 0.25mm Restek®),
qguadrupolo com impacto de elétrons a 70eV, com fase estacionaria (5% - fenil) —
metilpolisiloxano. O volume de injecdo dos extratos foi de 1 pl no modo “splitless”. Foi
utilizado o gas helio para arraste, no mesmo método empregado para o0 CG/FID.

Os compostos foram identificados por meio das andlises de fragmentacdo, indice de

retencdo e comparagfes com as bibliotecas NIST, WILEY e FFNSC do espectrometro.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Analise prévia dos extratos de pupas de machos e fémeas de T. arnobia em

cromatégrafo gasoso acoplado a detector por ionizacao de chama (CG-FID)

Através da cromatografia gasosa acoplada a detector por ionizacdo de chama (CG-FID)
dos extratos de pupas, foi possivel identificar uma quantidade significativa de compostos
especificos. No geral, estes compostos organicos identificados sdo basicamente pertencentes a
classe dos alcanos, alcoois, aldeidos, ésteres, &cidos carboxilicos, alguns j& presentes e
envolvidos na comunicacao quimica entre insetos de diversas ordens.

Em perfil cromatografico do extrato de aeracdo de pupas de fémeas de T. arnobia foi

possivel detectar um total de seis picos (Figura 1).

Figura 1. Cromatograma de aeracdo de pupas de fémeas de Thyrinteina arnobia.
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Fonte: Autora (2023).

De acordo com o banco de dados Pherobase (2023), alguns compostos quimicos
encontrados no pico majoritario (IR=1277) sdo utilizados por espécies de coledpteros em seu
sistema de comunicagdo quimica, a exemplo do composto (E)-3,7-Dimetil-2,6-octadien-1-ol
(geraniol), encontrado como molécula constituinte do feromonio de Pieris melete Ménétries,
1857 (Lepidoptera: Pieridae), além de atuar como cairomonio para Pieris sp. (Lepidoptera:
Pieridae) (MORAIS, 2017).

Para o perfil cromatografico do extrato de aeracdo de pupas de machos de T. arnobia,

seis picos foram encontrados (Figura 2).

Figura 2. Cromatograma de aeragé@o de pupas de machos de Thyrinteina arnobia.
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Ao comparar os perfis cromatograficos de pupas fémeas e machos de T. arnobia, foi
identificado apenas um indice de retengdo em comum entre os dois extratos (IR= 1106), sendo
0s possiveis compostos para esse indice sugerido como: (1S,4R,5R)-1-1sopropil-4-
metilbiciclo[3.1.0]hexan-3-ona; 3-Aminopiridina; (E)-2-Isopropil-5-metil-2-hexenal; 2-Acetil-
2-tiazolina; 2,2-dietoxipropanoato de etilo; 3-metilbutanoato de isopentila; 2,6-Dimetil-2,7-
octadien-6-ol; 2-(1-Propanonil)-tiazol; 3-metilbutanoato de 2-metilbutila.

Foi notavel a presenca do 2,6-Dimetil-2,7-octadien-6-ol (linalol) entre os compostos em
comum, sendo considerado um monoterpeno alcodlico terciario aciclico, que podem ser
extraidos de varias plantas da flora brasileira, principalmente das regides Norte e Nordeste,
como o pau-rosa (Aniba rosae-odora), a tangerina (Citrus reticulata), o jasmim (Jasminum
auriculatum), lavanda (Lavandula dentata) (CAMARGO; VASCONCELOQOS, 2014).

E sabido que varios compostos podem ser induzidos pela alimentacdo de insetos nas
plantas, gerando efeitos comportamentais de repeléncia ou permanéncia. O linalol ja foi citado
como um dos compostos induzidos em Eucalyptus spp. através das injurias de alimentacao de
Thaumastocoris peregrinus (Hemiptera: Thaumastocoridae) (Carpintero & Dellapé, 2006),
principalmente em gendtipos suscetiveis (AVILA et. al, 2022).

Batista-Pereira et. al (2006), avaliando a interacdo de 6leos essenciais de sete espécies
do género Eucalyptus, frente as antenas de fémeas e de machos de T. arnobia, identificou 28
compostos Vvolateis bioativos, dentre esses o monoterpeno 2,6-Dimetil-2,7-octadien-6-ol
(linalol), sugerido em nosso trabalho como um dos compostos possiveis para o IR 1106,
encontrado no perfil cromatogréafico de pupas fémeas e machos de T. arnobia.

Analises mais refinadas em cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas

fazem-se necessarias para a total elucidacdo da identificacdo dos compostos volatéis sugeridos.
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Em relacdo as andlises dos cromatogramas de extrato cuticular, foi possivel observar
um namero maior de picos ativos, com diferencas significativas entre os extratos de pupas
machos e fémeas de T. arnobia.

Para o extrato cuticular de pupas fémeas, foi possivel identificar um total de 17 picos
(Figura 3).

Figura 3. Cromatograma de extrato cuticular de pupas de fémeas de Thyrinteina arnobia.
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Fonte: Autora (2023).

Ja para o extrato cuticular de pupas machos, foram identificados 13 picos (Figura 4).

Figura 4. Cromatograma de extrato cuticular de pupas de machos de Thyrinteina arnobia.
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Ao comparar os perfis cromatograficos de pupas macho e fémea de T. arnobia, é
possivel observar de forma comum entre ambos 0s picos ativos associados ao IR= 2746 (Figuras
3 e 4), sendo esse mais expressivo na cromatografia de extrato cuticular de machos,
apresentando-se como composto majoritario. Os seguintes compostos sugeridos para sua
identificacdo sdo: 1,2,6,8-Tetrabromodibenzofurano e 1,2,3,4,6,8-Hexaclorodibenzo-p-
dioxina.

Além disso, 0s picos associados ao IR=2898 foi semelhante nos dois perfis
cromatograficos, com possiveis compostos sugeridos como: 1-Oleoil-2,3-diacetil-glicerol e

2,6-Dibromo-1,4,8,9-tetraclorodibenzo-p-dioxina.

3.2 Bioensaio em Olfatometro de dupla escolha do tipo “Y”

A resposta de fémeas de P. elaeisis para o extrato de areacdo de pupas de fémeas (y?=
19,78; P< 0,0001) e machos (y 2= 26,52; P< 0,0001) de T. arnobia indica comportamento de
atracdo, quando comparado com a testemunha (hexano) (Figura 5). A partir desses resultados,
podemos sugerir a associacdo de compostos volatéis por P. elaeisis em processos de busca

hospedeira.

Figura 5. Resposta em olfatometria de Palmistichus elaeisis (Hymenoptera: Eulophidae) a
extratos em aeracdo de pupas macho e fémea de Thyrinteina arnobia (Lepidoptera:
Geometridae).

HEXANO PUPA MACHO

72=2652  P<.0001

HEXANO PUPA FEMEA

72=1978  P<.0001

T T T T T T T T T
-100 -80 -60 -40 -20 0 20 40 60 80 100

Porcentagem de escolha de Palmistichus elaeisis (Hymenoptera: Eulophidae)

Fonte: Autora (2023).

Além disso, fémeas de P. elaeisis também demonstraram resposta de comportamento

de atracdo para extratos cuticulares de pupas de machos (x>= 13,33; P=0.0003) e fémeas (y %=
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4, 60; P=0.0319) de T. arnobia, quando comparados ao solvente hexano (testemunha) (Figura
6). Nesse sentido, podemos indicar que P. elaeisis pode utilizar pistas quimicas de compostos

volateis para o reconhecimento do hospedeiro a curta distancia.

Figura 6. Resposta em olfatometria de Palmistichus elaeisis (Hymenoptera: Eulophidae) a
extratos cuticulares de pupas macho e fémea de Thyrinteina arnobia (Lepidoptera:
Geometridae).

HEXANO PUPA CUTICULAR MACHO

72=13.33  P=0.0003

HEXANO PUPA CUTICULAR FEMEA

72=460  P=0.0319

-100 -80 -60 -40 -20 0 20 40 60 80 100

Porcentagem de escolha de Palmistichus elaeisis (Hymenoptera: Eulophidae)
Fonte: Autora (2023).

Desse modo, com base na premissa de que compostos organicos volateis emitidos pelo
hospedeiro sdo fundamentais no comportamento de forrageamento e escolha da oviposic¢éo de
parasitoides (VET e DICKE, 1992), podemos inferir que o parasitoide P. elaeisis utiliza tais
compostos em sua busca e forrageamento por T. arnobia, a longa e a curta distancia, ao
responder significativamente para extratos de pupas em aeracdo e aos extratos cuticulares,

respectivamente.

3.3 Analise de Eletroantenografia acoplada a Cromatografia Gasosa (CG-EAG)

Na analise de eletroantenografia acoplada a cromatografia gasosa com antena de fémea
de P. elaeisis frente a extrato de aeracdo de pupas de fémeas de T. arnobia, foi observada
resposta correspondente para o composto volatel de IR=1092 (Figura 7).

Figura 7. Eletroantenografia do extrato de aeracdo de pupas de fémeas de Thyrinteina
arnobia com resposta do parasitoide Palmistichus elaeisis para o0 composto com indice de
kovats 1092.
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—FID —EAG

5 7 9 11 13 15
Tempo de retencdo (minutos)

Fonte: Autora (2023).

Observa-se, porém, que apesar de haver um pico majoritario de IR=1277 no extrato de
aeracdo de pupas fémeas de T. arnobia (Figura 1), as respostas eletroantenogréaficas das antenas
de fémeas de P. elaeisis foram significativas para compostos de concentra¢cdes minoritarias no
extrato. Segundo Qadir et al. (2021), as respostas eletroanetnogréficas em antenas de insetos
ndo ocorrem necessariamente de forma dependente a concentracdo dos compostos indicados
em perfis cromatograficos, corroborando com os resultados obtidos no presente trabalho e
ratificando a importancia de estudos mais sensiveis que investiguem o papel bioativo dessas
substancias.

Segundo Thomazini (2009), a eletroantenografia permite aos pesquisadores identificar
se 0S compostos presentes nos extratos geram ou ndo respostas eletrofisioldgicas, e se existe
uma resposta, provavelmente, tera algum papel no comportamento de um determinado
organismo, incluindo os parasitoides de pupas.

A partir desses resultados, associados aos resultados obtidos nos bioensaios de
olfatometria, que determinaram a atracdo de P. elaeisis pelo extrato utilizado em CG-EAG,
podemos indicar que o parasitoide utiliza os compostos associados ao IR 1092 presente no
extrato emitido por pupas fémeas de T. arnobia em seu comportamento de forrageamento.

Dentre os compostos sugeridos como bioativos para P. elaeisis, 0 alceno 1- Undecene,
é considerado um metabolito que pode servir como moléculas de defesa ou sinalizagdo (HMDB,
2023).
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3.4 Identificacdo dos compostos bioativos via Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectometria de Massas (CG-EM)

Para se obter uma identificagdo mais precisa dos possiveis compostos em CG-FID que
foram bioativos na eletroantenografia, o extrato de aeracdo de pupas de fémeas de T. arnobia
foi analisado em cromatografia gasosa acoplada a espectometria de massas (CG-EM), onde foi
possivel observar 13 compostos organicos volateis de acordo com o cromatograma (Figura 8)

e suas respectivas indicacdes na Tabela 1.

Figura 8. Cromatograma do extrato de aeracdo de pupas de fémeas em cromatografia gasosa

acoplada ao espectrdmetro de massas. *Compostos presentes na analise do solvente (hexano).
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Fonte: Autora (2023).

Tabela 1. Indicacdo dos compostos através da analise em cromatografia gasosa acoplada ao
espectrometro de massas (GC-MS). Numero do composto no cromatograma (N°); Tempo de

retencdo (TR); indice de Retencdo (IR); Porcentagem de semelhanca com biblioteca (%).

Ne TR IR % Indicacéo

1 16,822 971 90 Trissulfeto de metila

2 19,466 1033 93 Metil 2-piridil cetona

3 21,332 1081 90 4-Hexen-1-ol, acetato

4 21,451 1084 94 2,3,5,6-Tetrametilpirazina

5 21,696 1090 96 2-Nonanona

6 21,766 1092 94 1-Undeceno

7 22,261 1106 96 Ester 3-metilbutilico

8 25356 1197 93 Isobutirato de fenila

9 25618 1206 95 Decanal

10 27,375 1264 92 3,4-Dimetilacetofenona

11 27,782 1277 87 acetato de trans-octa-2,4-dienila
12 28,223 1292 90 2-Undecanona

13 31,061 1393 88 Acido hexadecandico, éster etilico

Fonte: Autora (2023).
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Em relacdo aos compostos organicos volateis em cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM), foram observadas respostas mais sensiveis para os indices
de retencdo correspondentes no bioensaio de eletroantenografia (CG-EAG) (IR=1092),
separando-0s em quatro compostos, entre os indices de retencdo 1081 a 1092, sendo eles 0s
indicados: 4-Hexen-1-ol, acetato; 2,3,5,6-Tetrametilpirazina; 2-Nonanona e 1-Undeceno.

A proposta de identificacdo dos compostos bioativos do extrato de pupas de fémeas de
T. arnobia foi obtida a partir da analise do perfil de fragmentacdo dos espectros de massas
(Figura 9) e através da determinacdo dos indices de retencdo calculados, para fins de

comparacdo com dados da literatura.

Figura 9. Espectros de massas dos quatro compostos presentes no extrato que obtiveram
bioatividade em CG-EAG. Analise em coluna ZB-5MS. Composicdo da Legenda: Numero do
composto — indice de retencdo — Composto indicado — Porcentagem de semelhanca com
biblioteca. (A) Espectro da Amostra; (B) Espectro do padréo da biblioteca.
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Para uma analise mais acurada de qual composto quimico se faz mais presente, fez-se
necessario analisar em cromatografia gasosa acoplada ao espectrémetro de massas (CG-MS) o
extrato de aeracao de pupas de machos, visto que, analisando em cromatografia gasosa acoplada
a detector por ionizacdo de chama (CG-FID) ha picos que se igualam ao extrato de aeracdo de

pupas macho e fémeas, com indice de retencdo de nimero 1106, como pode ser observado na

figura 10.

Figura 10. Cromatograma comparando extrato de aeracdo de pupas de machos e fémeas de

Thyrinteina arnobia.
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Fonte: Autora (2023).
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Aeragiio pupa macho T. arnobia.
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O extrato de aeracdo de pupas de machos de T. arnobia foi analisado em cromatografia
gasosa acoplada a espectometria de massas (CG-EM), sendo possivel observar 15 compostos

organicos volateis de acordo com o cromatograma (Figura 11).

Figura 11. Cromatograma do extrato de aeracdo de pupas machos em cromatografia gasosa

acoplada ao espectrometro de massas.
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Na tabela 2, é possivel observar as indicagdes propostas pela biblioteca do programa de
cromatografia acoplada a cromatografia gasosa de massas, a0 comparar com a tabela 1, em
indicacBes do extrato de pupas fémeas, os compostos 2-Nonanona e 4-Hexen-1-ol acetato
aparecem em comum nas amostras, podendo inferir que em relacdo as indicacBes de
atratividade de P. elaeisis a seu hospedeiro, estes compostos podem-se ter mais chances de

serem bioativos, sendo necessario testes para sua confirmag&o.

Tabela 2. Indicacdo dos compostos através da analise em cromatografia gasosa acoplada ao
espectrometro de massas (GC-MS). Numero do composto no cromatograma (N°); Tempo de
retencdo (TR); Porcentagem de semelhanca com biblioteca (%).

N° TR % Indicacéo

1 7,843 96 2-Etilhexanal

2 8,186 96 Trissulfeto de dimetila

3 9,945 98 2-etil-1-hexanol

4 11,228 90 4-Hexen-1-ol, acetato

5 11,474 93 2-Nonanona

6 11,512 91 Ciclooctano, 1,4-dimetil-, cis-

7 11,700 72 Nonano, 3-metil-5-propil-

8 11,842 93 Acido butanéico, éster 3-metil-, 3-metilbutilico
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9 11,964 75 Acido acético, éster heptilico
10 14,225 94 Tetrassulfeto, dimetil

11 15,412 86 1-Norbornanemetanol, acetato
12 15,710 86 2-Undecanona

13 15,923 91 Ciclohexasiloxano, dodecametil-
14 17,545 84 Acido docosandico, éster etilico

15 18,819 87 3-Isopropoxi-1,1,1,7,7,7-hexametil-3,5,5-tris(trimetilsiloxi)tetrassiloxano
Fonte: Autora (2023).

Ja é sitado em literatura que volateis de plantas, além dos volateis emitidos pelo proprio

hospedeiro, sdo essenciais para 0 sucesso de busca e forrageamento de inimigos naturais,
expandindo a sua habilidade em encontrar seus hospedeiros. Estes volateis de plantas, na
maioria das vezes, sdo uma mistura de aldeidos, alcoois e seus acetatos, com monoterpenos,
sesquisterpenos e compostos aromaticos. A emissdo destes compostos volateis pode aumentar
em resposta ao ataque de herbivoros, de modo a serem detectados e reconhecidos por inimigos
naturais, configurando interacgdes tri-tréficas (VET; DICKE, 1992; DICKE; van LOON, 2000;
WENKE; KAI; PIECHULLA, 2010; RODRIGUEZ; BOS, 2012).

Alguns destes volateis foram encontrados entre os compostos bioativos para P. elaeisis
em eletroantenografia no extrato de aeracdo de pupas fémeas de T. arnobia, a exemplo do 4-
Hexen-1- ol, acetate, isso pode se da ao fato de que os insetos, incluindo T. arnobia, durante
seu processo de alimentacdo, podem sequestrar compostos quimicos dos hospedeiros,
utilizando-o0s como mecanismos de defesa contra a agao de inimigos naturais.

Em relacdo ao composto indicado como 2,3,5,6-Tetrametilpirazina, a literatura o
indica como um dos componentes do feromdnio da espécie Bactrocera cucurbitae Coquillett
(Diptera: Tephritidae) (PHEROBASE, 2023). Além disso, esse composto est4 enquadrado na
classe de uma amina livre, que possui papel crucial no mecanismo de defesa das plantas contra
patdgenos e de resisténcia aos insetos, nos processos de crescimento e desenvolvimento de
plantas e como agentes antioxidantes (GLORIA & VIEIRA, 2007; SILVEIRA 2008).

Dentre os compostos indicados em extratos de aeracdo de pupas machos e fémeas, 0
2-Nonanona, sdo pertencentes a classe de compostos organicos conhecidos como cetonas. As
cetonas estdo envolvidas nos lipidios encontrados na cuticula do hospedeiro, nesse caso
encontrados nas pupas de T. arnobia, que de certa forma protegem o inseto de dessecacao
(KHACHATOURIANS, 1996; WOSTEN, 2001).

Os parasitoides também respondem a volateis emitidos por seus hospedeiros (PRICE
et al., 2011). Estes volateis podem atuar como cairomdnios, ou seja, apenas irdo favorer o
receptor, e podem ser obtidos através de fezes, secregdes glandulares, escamas, feromonios e
etc (VET; DICKE, 1992). Nesse caso, pela busca do banco de dados Pherobase (2023), ja se ha
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registros do composto 2-Nonanona atuando como cairoménios em espécies como 0 besouro
Rhynchophorus palmarum L. (Coleoptera: Curculionidae) e a mosca Ceratitis capitata Wied.
(Diptera: Tephritidae). Fator importante a ser considerado nessa pesquisa que envolve interacéo
entre parasitoide- hospedeiro.

Em rela¢do ao composto 1 — Undeceno que se inclue na classe dos alcenos, € notavel
a escassez de relatos na literatura desse composto sendo produzido por insetos da ordem
Lepidoptera, contudo, foi identificado por Goncalves (2005) o alceno 1-Octeno em extratos de
aeracdo dos machos de mosca-das-frutas, Anastrepha obliqua (Diptera: Tephritidae), em
chamamento, indicando a participacéo dessa substancia como composto feromonal.

De forma geral, a partir dos resultados obtidos em eletroantenografia acoplada a
cromatografia gasosa (CG-EAG) e comportamentais na olfatometria em “y” indicaram a
bioatividade de compostos de pupas de fémeas e machos de T. arnobia para P. elaeisis, em
processos de busca e forrageamento.

Para maior entendimento da ecologia quimica envolvendo P. elaeisis e T. arnobia, sao
necessarios bioensaios com 0s quatro compostos bioativos sintéticos sugeridos em
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) no presente estudo, com
a finalidade de identificar possiveis estimulos e incremento de parasitismo, com aplicacGes

praticas no Manejo Integrado de Pragas Florestais (MIP Floresta).

4. CONCLUSOES

Os compostos encontrados em pupas de T. arnobia, indicados como 4-Hexen-1-ol,
acetato; 2,3,5,6-Tetrametilpirazina; 2-Nonanona e 1-Undeceno estdo envolvidos em processos

de atracédo do parasitoide P. elaisis.
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CAPITULO Il11- ESTUDO DE SENSILAS EM Palmistichus elaeisis Delvare & LaSalle
(HYMENOPTERA: EULOPHIDAE)

RESUMO

Palmistichus elaeisis Delvare e LaSalle, 1993 (Hymenoptera: Eulophidae) se destaca por ser
um endoparasitoide de pupas generalista e com alto potencial para o controle biologico de
lepidopteros na eucaliptocultura. A eficiéncia reprodutiva dos parasitoides é relativo a sua
capacidade de busca de parceiros para copula e localizacdo de hospedeiros para oviposicao. E
nesse processo, 0s semioquimicos entram como fator principal, e esta percepcdo dos
semioquimicos nos insetos ocorrem em areas especializadas denominada como sensila, que se
encontram nas antenas de parasitoides. As sensilas, sdo 6rgdos sensoriais que pode ter forma de
pelos, botdes, fossetas ou cones, e atuam como quimiorreceptores, mecanorreceptores,
termorreceptores e higrorreceptores. Estas sensilas possuem funcbes especificas importantes
nos parasitoides a exemplo da selecdo, localizacdo e aceitacdo de um hospedeiro. As sensilas
antenais de parasitoides sdo caracterizadas por meio da técnica de microscopia eletrénica de
varredura (M.E.V). Sendo assim, o conhecimento das identificacdes de sensilas do P. elaeisis
pode ajudar na melhor compreensdo comportamental em sua busca hospedeira, sendo um fator
importante para desenvolvimento do controle bioldégico em povoamentos florestais. Com isso,
0 objetivo do trabalho ¢é fornecer a primeira caracterizacdo ultraestutural das sensilas antenais
de machos e fémeas do parasitoide P. elaeisis. Para isso, foram utilizadas 20 antenas de
individuos adultos de P. elaeisis, 10 de machos e 10 de fémeas. As antenas foram analisadas
usando um microscopio eletrénico de varredura a (INCAx-act SN:63149/ Modelo 51-
ADDO0007) obtendo as imagens a 20 kV. As sensilas foram medidas atrves do programa Pixel
Pro e a identificacdo das sensilas observadas nas analises foram realizadas por meio de
comparagdo com as descrigdes na literatura sobre sensilas de insetos, principalmente para
Ordem Hymenoptera e familia Eulophidae. Antenas de fémeas e machos de P. elaeisis
apresentam um dimorfismo morfoldgico antenal. As antenas de fémeas e machos de P. elaeisis
sdo caracterizadas com a presenca de trés subtipos de sensilas tricoides, dois subtipos de
sensilas basiconicas e sensilas placoides. Apenas 0s machos possuem sensilas estiloconicas. No
geral, este estudo fornece as primeiras informacdes basicas que podera ajudar na compreensao
da resposta comportamental do parasitoide aos semiogquimicos utilizados na busca hospedeira.

Palavras- chave: Parasitoide; eucaliptocultura; controle biologico; dimorfismo antenal;
microscopia eletronica de varredura.
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CHAPTER I11- STUDY OF SENSILA IN Palmistichus elaeisis Delvare & LaSalle
(HYMENOPTERA: EULOPHIDAE)

ABSTRACT

Palmistichus elaeisis Delvare and LaSalle, 1993 (Hymenoptera: Eulophidae) stands out for
being a generalist pupal endoparasitoid with high potential for the biological control of
lepidoptera in eucalyptus crop. The reproductive efficiency of parasitoids is related to their
ability to search for mates for copulation and locate hosts for oviposition. And in this process,
semiochemicals come in as the main factor, and this perception of semiochemicals in insects
occurs in specialized areas called sensilla, which are found in the antennae of parasitoids.
Sensilla are sensory organs that can be shaped like hairs, buttons, pits or cones, and act as
chemoreceptors, mechanoreceptors, thermoreceptors and hygroreceptors. These sensilla have
specific important functions in parasitoids, such as the selection, localization and acceptance of
a host. The antennal sensilla of parasitoids are characterized by scanning electron microscopy
(SEM). Thus, the knowledge of P. elaeisis sensila identifications can help in a better behavioral
understanding in its host search, being an important factor for the development of biological
control in forest stands. Thus, the objective of this work is to provide the first ultrastructural
characterization of the antennal sensilla of males and females of the parasitoid P. elaeisis. For
this, 20 antennae of adult individuals of P. elaeisis, 10 of males and 10 of females were used.
The antennas were analyzed using a scanning electron microscope (INCAXx-act SN:63149/
Model 51-ADD0007) obtaining the images at 20 kV. The sensilla were measured using the
Pixel Pro program and the identification of the sensilla observed in the analyses was performed
by comparison with the descriptions in the literature about insect sensilla, mainly for Order
Hymenoptera and family Eulophidae. Antennae of females and males of P. elaeisis exhibit an
antennal morphological dimorphism. The antennae of females and males of P. elaeisis are
characterized by the presence of three subtypes of trichoid sensilla, two subtypes of basiconic
sensilla and placoid sensilla. Only males possess styloconic sensillae. Overall, this study
provides the first basic information that may help in understanding the behavioral response of
the parasitoid to the semiochemicals used in the search for a host.

Keywords: Parasitoid; eucalyptus crop; biological control; antennal dimorphism; scanning
electron microscopy.
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1. INTRODUCAO

Em destaque para ordem Hymenoptera, a familia Eulophidae compreende entre 297
géneros e aproximadamente 4.472 espécies em todo o0 mundo (PEREIRA et al.,2010). Dentre
as especies, o Palmistichus elaeisis Delvare e LaSalle, 1993 (Hymenoptera: Eulophidae) se
destaca por ser um endoparasitoide de pupas generalista e com alto potencial para o controle
bioldgico de lepiddpteros na eucaliptocultura (PEREIRA et al., 2009).

Este parasitoide ja foi registrado no Brasil nos hospedeiros Eupelesopterus involuta
(Lepidoptera: Noctuidae) e Euselasia eucerus (Lepidoptera: Riodinidae), Sabulodes sp.
(Lepidoptera: Geometridae), Thyrinteina arnobia (Stoll) e Thyrinteina leucoceraea (Rindge)
(Lepidoptera: Geometridae) (Lepidoptera: Geometridae) (PEREIRA et al. 2009), além de pupas
de coledpteros como Tenebrio molitor (Linnaeus, 1758) (Coleoptera: Tenebrionidae)
(PEREIRA et al., 2008). Atualmente, sua producdo massal e posterior liberagdo em campo ja é
realidade em varios estados do Brasil produtores de eucalipto.

A eficiéncia reprodutiva dos parasitoides é relativo a sua capacidade de busca de
parceiros para copula e localizacdo de hospedeiros para oviposicdo. E nesse processo, 0s
semioquimicos entram como fator principal, e esta percep¢do dos semioguimicos nos insetos
ocorrem em areas especializadas denominadas sensilas, que se encontram nas antenas de
parasitoides (VINSON et al.1986; ISIDORO et al. 1996).

As sensilas, sdo 6rgdos sensoriais que pode ter forma de pelos, botBes, fossetas ou
cones, e atuam como quimiorreceptores, mecanorreceptores, termorreceptores e
higrorreceptores. Cada sensila, tem de dois a maltiplos subtipos que divergem, de acordo com
sua sensibilidade e sintonia, a diferentes substancias quimicas de comunicacdo (L1U et al, 2019;
SILVA et al., 2019). Estas sensilas possuem funcGes especificas importantes nos parasitoides a
exemplo da selecdo, localizacdo e aceitagdo de um hospedeiro (KEIL, 1997; ZHANG et al.,
2014).

As sensilas antenais de parasitoides sdo caracterizadas por meio da técnica de
microscopia eletronica de varredura (M.E.V), sua alta resolucdo possibilita que as imagens
sejam estereoscopicas e bem enfocadas, auxiliando na busca de respostas confiaveis para a
caracterizagcdo microestrutural das amostras (AZEVEDO FILHO et al., 2008).

De acordo com Onagbola et. al (2009) alguns autores relataram consideravel

dimorfismo sexual na estrutura e nos tipos de sensilas antenais de himenopteros, enquanto
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outros relataram pouca ou nenhuma diferenca sexual distinta. Para a espécie P. elaeisis, 0
estudo morfoldgico estrutural de sensilas antenais ainda ndo esta disponivel na literatura.
Sendo assim, o conhecimento das identificacdes de sensilas do P. elaeisis pode ajudar
na melhor compreensdo comportamental em sua busca hospedeira, sendo um fator importante
para desenvolvimento do controle biol6gico em povoamentos florestais. Com isso, 0 objetivo
do trabalho é fornecer a primeira caracterizagdo ultraestutural das sensilas antenais de machos

e fémeas do parasitoide.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Local de realizacdo da pesquisa

O estudo foi conduzido no Laboratorio de Entomologia Agricola e Florestal (LEAF) do
Campus de Engenharias e Ciéncias Agrarias (CECA), no Laboratério de Pesquisa em Recursos
Naturais (LPgRN) do Instituto de Quimica e Biotecnologia (IQB), na Universidade Federal de
Alagoas (UFAL) e no Laboratorio de Analise Instrumental do Departamento de Quimica do

Instituto Federal de Alagoas (IFAL), Campus Maceio.
2.2 Obtencao do parasitoide Palmistichus elaeisis (Hymenoptera: Eulophidae)

Os parasitoides foram fornecidos pelo Laboratorio de Controle Bioldgico de Pragas
Florestais da Universidade Estadual de Sdo Paulo (UNESP), em Botucatu. Os insetos vieram
atraves de pupas parasitadas de Anticarsia gemmatalis (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) e
apos emergéncia foram mantidos em tubos de vidro (2,5 cm de diametro e 8,5 cm de
comprimento) vedados com tecido tipo “voil” e alimentados com mel puro, até a realizacdo dos

experimentos.

2.3 Preparacdo da antena para Microscopia Eletrénica de Varredura

Para a preparagdo das antenas para microscopia, foram utilizadas 20 antenas de
individuos adultos de P. elaeisis, 10 de machos e 10 de fémeas. As antenas foram retiradas com
0 auxilio de micro-tesoura de Jacobson e fixadas em solucédo de glutaraldeido a 2% em tampéo
fosfato (0,1 M PH 7) por 2 minutos, em seguida, foram desidratadas sendo imersas numa série
de solucgdes de etanol diluido em &gua destilada com gradiente de 50%, 70%, 80%, 90% e 99%
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por 30 segundos em cada solucdo, e logo ap0s, as antenas foram acondicionadas em um tubo
de ensaio de pléastico contendo etanol P.A.

2.4 Microscopia eletrénica de varredura (MEV) das antenas de P. elaeisis

Para analise, as antenas foram postas sob uma superficie de papel sulfite para retirada
do excesso de etanol, posteriormente, as antenas foram fixadas separadamente por sexo, com
auxilio de pincas em base de metal sobre fita dupla face adesiva elétrica de sulfito de carbono,
em seguida, a amostra recebeu um banho metalico em metalizador (Q150R ES, Quoron®) com
revestimento de ouro a 45 mV, durante 20 minutos. As antenas foram analisadas usando um
microscopio eletrénico de varredura a (INCAx-act SN:63149/ Modelo 51-ADDO0007) obtendo
as imagens a 20 kV. As sensilas foram medidas atraves do programa Pixel Pro e a identificacdo
das sensilas observadas nas analises foram realizadas por meio de comparagdo com as
descricdes na literatura sobre sensilas de insetos, principalmente para Ordem Hymenoptera e

familia Eulophidae.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Ultraestrutura da antena e tipos de sensilas de P. elaeisis

No geral, em Insecta, a antena é dividida em trés segmentos principais: o0 escapo, 0
pedicelo e o flagelo. O escapo e o pedicelo sdo os dois primeiros segmentos. O escapo é
responsavel por ligar a antena a cabeca do inseto, sendo maior quando comparado ao pedicelo.
O flagelo € o terceiro e ultimo segmento sendo constituido por muitos subsegmentos
denominados de antendmeros (GULLAN & CRANSTON, 2007). Assim, foi possivel observar
algumas diferengas estruturais significativas na morfologia das antenas de machos e fémeas de
P. elaeisis. As antenas foram localizadas frontalmente na cabeca entre os olhos compostos e
sdo antenas do tipo geniculadas, ou seja, possuem como caracteristica principal o escapo longo
e o pedicelo e o flagelo dobram-se formando um angulo, dando-lhe aspecto de um joelho. Em
machos e fémeas é notavel na microscopia o aparecimento do escapo, pedicelo e flagelo
divididos em antendmeros, sendo este possuindo numeros diferenciados entre 0s sexos, a fémea
possui quatro antendmeros (Figura 1A) enquanto o macho possui cinco antenémeros (Figura
1B).
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Figura 1. Segmentos e dimorfismo antenal em Palmistichus elaeisis Delvare e LaSalle, 1993
(Hymenoptera: Eulophidae) com E: escapo, P: pedicelo e Flagelo. Antenas de fémea ¢ do tipo
geniculada com Al; A2; A3 e A4: Antendmeros (A). Antenas de macho & do tipo geniculada
com Al; A2; A3; Ad e A5: Antendmeros (B).

SEM HV: 10.0 KV WD: 14.87 mm VEGA3 TESCAN SEM HV: 10.0 kV WD: 14.78 mm

View field: 551 pm Det: SE View field: 378 pym

77 x  |Date(m/dly): 09/14/23| IFALICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA R 9/14/23| IFAL/CAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA
NS

Fonte: Autora (2023).

Além disso, em imagem mais ampliada, € perceptivel o dimorfismo antenal no Gltimo
antendmero, denominado de clava terminal, com trés segmentos (C1, C2 e C3). E observado
morfologicamente que em fémeas, a clava terminal é mais pontiaguda na extremidade (Figura

2A) enquanto que a do macho é mais arredondada (Figura 2B).
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Figura 2. Microscopia eletronica de varredura (MEV) da clava terminal (C1, C2 e C3) em
Palmistichus elaeisis Delvare e LaSalle, 1993 (Hymenoptera: Eulophidae) com clava terminal
de fémea @ (A). Clava terminal de macho & (B).

SEMHV: 10.0kV | WD:14.93mm I VEGA3 TESCAN SEMHV: 10.0kV | WD: 15.04 mm VEGA3 TESCAN
View field: 169 pm View field: 120 ym | Det: SE 20 pm
SEM MAG: 1.23 kx |Date(m/d/y): 09/14/23 IFAL/ICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA SEM MAG: 1.73 kx | Date(m/dly): 09/14/23| IFAL/CAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA

NS17a
NS17a

Fonte: Autora (2023).

Os himenopteros em seu aspecto geral podem possuir antenas geniculadas, possuem um
longo escapo, uma radicula basal, um pedicelo e um longo flagelo que se separa em um funiculo
com pequenos segmentos denominados antendmeros finalizando com uma clava. Neste
trabalho, foi possivel observar as mesmas caracteristicas citadas.

Essa variacdo de tamanho de antena é observada em alguns trabalhos relacionados aos
estudos morfoldgicos antenais de vespas da familia Eulophidae, a exemplo de Silva et. al (2016)
gue analisou as antenas em microscopia eletronica de varredura (MEV) do endoparasitoide
Trichospilus pupivorus (Ferriere, 1930) (Hymenoptera: Eulophidae) e confirmou diferencas no
tamanho das antenas, na qual, antenas de T. pupivorus eram mais longas em fémeas (473+6,39
um) do que nos machos (338+6,26 um). Além disso o tamanho da clava terminal e dos
antendmeros também foi maior nas fémeas.

Corroborando com o trabalho, em Rhopalicus tutela (Walker) (Hymenoptera:
Pteromalidae) e Cotesia glomerata (Marshall) (Hymenoptera: Braconidae), foi observado que
as antenas nos machos eram mais longas do que nas fémeas (PETTERSSON et al., 2001;
BLEEKER et al., 2004).
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Em relacdo ao numero de antendmeros, os classificadores de P. elaeisis confirmam e
relatam que ha maior quantidade de subsegmentos nos machos do que nas fémeas (DELVARE
& LASALLE, 1993), o trabalho também corroborou com Tamarixia radiata (Waterston, 1922)
(Hymenoptera: Eulophidae) com a maior quantidade de antenémeros em parasitoides machos
(ONAGBOLA et al., 2009).

A funcdo deste dimorfismo ndo é bastante clara na literatura, mas Delvare & Lasalle
(1993), afirmam que pode estar relacionado a complexidade funcional das antenas, a exemplo
do tamanho do segmento funicular em P. elaeisis coletados em diferentes paises da América
do Sul, inferindo que o tamanho de antenas pode variar de acordo com a localizag¢do geogréfica
em populacdes da mesma espécie, 0 que pode mostrar que o tamanho da antena pode estar
diretamente ligado ao nimero e tamanho das sensilas para aumentar sua capacidade receptora.

No total, quatro tipos de sensilas foram observadas nas antenas de fémeas e machos de
P. elaeisis, caracterizadas em: (i) tricoide (ST); (ii) placoide (SP); (iii) basiconica (SB) e (vi)
estiloconica (SEst). As sensilas basiconicas e tricoides foram divididas em subtipos. Os
subtipos das sensilas tricoides foram classificados como longo (I), médio (11) e curto (1),
considerando os comprimentos de cada estrutura sensorial. As sensilas basiconicas, foram
divididas em tamanho mais curto e em forma de pino com uma cabeca distinta, estriada em
forma de bulbo (I) e de tamanho mais longo com ponta levemente curva (Il). A sensila
estiloconica foi classificada, de acordo com a sua quantidade de pino na regido apical da sensila,
sendo a estiloconica unitaria com um pino (SEst1).

As sensilas encontradas nas antenas de fémeas de P. elaeisis foram caracterizadas em
tricoides (1, 1l e I11), basiconicas (I e 1) e placoides. Todas distribuidas na extenséo da antena.
Na extremidade da antena, na clava terminal é possivel notar que h& abundéncia de sensilas
basiconicas e placoides (Figura 3A), em imagem mais ampliada, é observavel na superficie da
clava uma maior distribuicdo de sensilas basicdnicas (I1) comparados a sensilas placoides e
menor distribuicdo de sensilas tricoides (I, 11 e 1) (Figura 3C). A figura 3B mostra em mais
detalhes a sensila basiconica | (SB-1), esta é distribuida em torno de todos os segmentos
antenais. Porém, na distribuicdo total dos segmentos (escapo, pedicelo e flagelo), as sensilas
tricoides (I, I1 e 1) foram as mais encontradas, caracterizadas com pontas mais longas, médias

e curtas com pontas afiadas, diminuindo no ultimo segmento (Figura D).

Figura 3. Microscopia eletrnica de varredura (MEV) das antenas de fémea ¢ de Palmistichus
elaeisis Delvare e LaSalle, 1993 (Hymenoptera: Eulophidae). Clava terminal (A e C);
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Antendmero central (B e D); ST I, ST Il e ST II: sensilas tricoides; SB I, SB II: sensila
basiconica; SP: sensila placoide.

SEM HV: 10.0 kV WD: 14.93 mm VEGA3 TESCAN SEM HV: 10.0 kV

View field: 169 pm Det: SE 50 pm View field: 23.5 pm
SEM MAG: 1.23 kx Date(m/dly): 09/14/23 IFAL/ICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA SEM MAG: 8.82 kx
NS17a

NS17a

i

SP

SEM HV: 10.0 KV WD: 15.01 mm { VEGA3 TESCAN| SEM HV: 10.0 KV WD: 1499 mm | | " VEGA3 TESCAN

View field: 44.2 ym Det: SE 10 pm View field: 81.1 pm Det: SE 20 pm
SEM MAG: 4.70 kx Date(m/dly): 09/14/23 IFAL/ICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA SEM MAG: 2.56 kx Date(m/dly): 09/14/23 IFALICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA

Fonte: Autora (2023).

Quiatro tipos de sensilas foram encontradas nas antenas de machos de P. elaeisis, estas
foram caracterizadas de sensilas tricoides (I, 1l e IlI), basiconicas (I e IlI), placoides e
estiloconica. Nos antendmeros centrais, ha maior predominéncia das sensilas tricoides (I, Il e
I11) com presenca de algumas sensilas placoides nas projecdes laterais e sensila basicénica |
(SB 1), sensilas basiconicas mais longas com pontas levemente curtas (SB I1) sdo ausentes no
centro do flagelo sendo apenas perceptivel a presenca na extremidade da clava terminal (Figuras
4A e 4C). No éapice da antena, nota-se além da diminuigdo de sensilas tricoides, uma maior
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quantidade de sensilas placoides e basiconicas (I e Il), e foi observada a presenca da sensila
estiloconica com apenas um pino conectado no é&pice da antena, fator diferencial na
caracteristica morfologica, sendo esta sensila ausente e ndo identificada em fémeas de P.

elaeisis (Figuras 4B e 4D).

Figura 4. Microscopia eletronica de varredura (MEV) das antenas de macho &' de Palmistichus
elaeisis Delvare e LaSalle, 1993 (Hymenoptera: Eulophidae). Antenémero central (A e C);
Clava terminal (B e D); ST I, ST Il e ST II: sensilas tricoides; SB I, SB I1: sensila basiconica;
SP: sensila placoide; SEst1: Sensila estiloconica com um pino conectado.

SEM HV: 10.0 kv WD: 14.99 mm VEGA3 TESCAN SEMHV: 10.0KV | WD: 14.90 mm i | VEGA3 TESCAN
View field: 81.1 pm | Det: SE 20 pm View field: 53.9 ym | Det: SE 10 pm
SEM MAG: 2.56 kx | Date(m/dly): 09/14/23 IFALICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA SEM MAG: 3.85 kx |Date(m/dly): 09/14/23| IFALICAMPUS MACEIO/LABE.QUIMICA
NS17a
NS17a

/

st /STI[I

SEM HV: 10.0kV | WD: 14.95 mm | (R VEGA3 TESCAN SEM HV: 10.0 kV WD: 14.89 mm VEGA3 TESCAN
View field: 32.4 ym Det: SE 5um View field: 110 pm Det: SE 20 pm
SEM MAG: 6.41 kx |Date(m/dly): 09/14/23 | IFALICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA SEM MAG: 1.90 kx Date(m/d/y): 09/14/23 IFAL/ICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA
NS17a

NS17a

Fonte: Autora (2023).
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As sensilas tricoides foram as mais ambundantes encontradas em machos e fémeas de
P. elaeisis. Estas foram caracterizadas por tamanho, sendo observadas ao longo do flagelo,
sensila tricoide | (ST 1) com comprimento mais longo, sensila tricoide Il (ST Il) com o
comprimento médio e a sensila tricoide Il (ST 1I) que apresentavam o comprimento mais
curto.

Estas sensilas possuem como principal caracteristica a sua extremidade afilada, com
sulcos longitudinais em formato de espiral e se assemelham a um pelo ou um cabelo (FIALHO
et al. 2014). Hansson (1995) relata que as sensilas tricoides estdo envolvidas na percepcao de
feromonio sexual e na deteccdo de odor do hospedeiro, fator a ser considerado na escolha de
oviposicdo do inseto. Resumidamente, as sensilas tricoides tem a fungdo quimiorreceptora,
podendo realizar a quimiorrecepcao de contato (ou gustativa) e quimiorrecep¢do distante (ou
olfatoria). (XIANGQUN et al., 2014; SILVA et al., 2019).

Sensilas tricoides também foram mais abundantes e encontradas em torno de todos o0s
segmentos antenais de ambos o0s sexos de Trichospilus pupivorus (Ferriere, 1930)
(Hymenoptera: Eulophidae) (SILVA et al. 2016).

Em parasitoides, estas sensilas podem desempenhar diversas fungdes, como por
exemplo a detectacdo de correntes de ar e vibragdo, em machos, importantes para busca de
copula. Em fémeas esses mecanorreceptores podem desempenhar um papel importante antes e
durante a oviposicao, pois eles sdo usados por fémeas ao sondar a superficie do hospedeiro
(VAN BAAREN et al., 2007; ONAGBOLA & FADAMIRO, 2008; ONAGBOLA et al., 2009).

As sensilas placoides foram encontradas em todo o flagelo da antena em ambos 0s sexos,
exceto no escapo e pedicelo. Spaethe (2007) e Matiello (2008) afirmam que as sensilas
placoides s@o quimiorreceptores (atuam na funcdo olfativa) e possuem aparéncia de discos ou
placas olfativas sendo presentes em todos 0s insetos.

Como ja abordado, foi notavel um aumento de sensilas placoides (SP) na aproximacao
do apice da clava terminal em machos e fémeas de P. elaeisis, e esse elevado nimero de sensilas
placoides na clava esta diretamente ligado a sua funcéo olfativa, afim de permitir a deteccao de
volatéis necessarios para sua busca hospedeira, onde a alta concentracdo dessas sensilas no
apice da antena poderia facilitar a percepgdo de estimulos (BARLIN & VINSON, 1981; GAO
etal., 2007; ONAGBOLA & FADAMIRO, 2008).

As sensilas basiconicas encontradas em P. elaeisis foram divididas em dois subtipos. O
primeiro possui aparéncia e tamanho mais curto, lembrando a forma de pino com uma cabeca

distinta, estriada em forma de bulbo (SBI) e de tamanho mais longo com ponta levemente curva
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(SBII). Foi observado em ambos o0s sexos que SBI, se distribuiam ao longo do flagelo até a
clava terminal, assim como relatado por Silva et. al (2016) e Onagloba (2009) em Trichospilus
pupivorus (Ferriere, 1930) (Hymenoptera: Eulophidae) e Tamarixia radiata (Waterston)
(Hymenoptera: Eulophidae) respectivamente.

J& SBII esta presente em maior quantidade e distribuicdo na clava antenal de machos e
fémeas de P. elaeisis, no geral, estudos relatam que as sensilas basiconicas podem apresentar
funcdo olfativa, entretanto, outros trabalhos as descrevem como sensilas que apresentam poros
que permitem a entrada de odores, podendo estar relacionadas a reconhecer semioguimicos que
podem permitir a influéncia da escolha de oviposicao de hospedeiro (SEADA, 2015; SILVA et
al., 2019).

Em relacdo a sensila estilocOnica, esta apenas € encontrada no apice da clava antenal do
macho. Sendo caracterizada como sendo sensila estilocdnica com um pino conectado (SEst1).
Estas possuem formas robustas, lisas com a extremidade cOnica, apresentando pinos na sua
estrutura. Além disso, desempenham funcgdes termorreceptora e hidrorreceptora, nos quais, a
sensila é sensivel a umidade fazendo com que a mesma seja capaz de detectar mudancas de
umidade, além de captar as variagdes de temperatura do ambiente (SILVA et al. 2016, MA et
al., 2016).

No geral, as sensilas apresentam caracteristicas morfoldgicas diferentes, porém, as suas
fungdes podem ser equivalentes ou variar de acordo com a sua estrutura conforme as suas
respostas fisiolégicas e comportamentais (SEADA, 2015). Este estudo base do dimorfismo
antenal de P. elaeisis pode permitir o entendimento de como o parasitoide compreende 0s
mecanismos associados as respostas comportamentais aos semioquimicos utilizados para

identificacdo do hospedeiro.

4. CONCLUSOES

Antenas de fémeas e machos de P. elaeisis apresentam um dimorfismo morfologico
antenal. As antenas de fémeas e machos de P. elaeisis sdo caracterizadas com a presenca de
trés subtipos de sensilas tricoides, dois subtipos de sensilas basiconicas e sensilas placoides.

Apenas 0s machos possuem sensilas estiloconicas.
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