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ECOLOGIA QUIMICA DE Thyrinteina arnobia (STOLL, 1782)
(LEPIDOPTERA: GEOMETRIDAE) EM EUCALIPTO

RESUMO

O género Eucalyptus possui cerca de 600 espécies, adaptadas aos mais variados climas e
solos. No Brasil, cerca de 7,47 milhdes de hectares sdo ocupados por povoamentos
florestais de eucalipto. Com o avanco da eucaliptocultura no Brasil, a incidéncia de surtos
populacionais de insetos vem sendo favorecida. Dentre os insetos-praga da cultura,
destaca-se a lagarta desfolhadora Thyrinteina arnobia (Stoll, 1782) (Lepidoptera:
Geometridae), citada como o lepidoptero mais importante para a eucaliptocultura no pais.
No estado de Alagoas, a presenga de T. arnobia foi constatada ocasionando danos
significativos. Devido a grande extensdo dos povoamentos florestais de eucalipto e a
altura das arvores, o controle quimico de lagartas de T. arnobia torna-se economicamente
insustentavel. Em virtude disso, novos métodos de controle vém sendo propostos,
incluindo o controle comportamental, através do estudo do feroménio sexual de T.
arnobia. Para tanto, é necessario compreender os mecanismos envolvidos na ecologia
quimica da espécie desde o processo de liberacdo do feromonio sexual, passando pela
percepcao desses compostos, excitacdo e resposta as substancias feromonais. Assim, o
presente estudo tem como objetivo geral estudar a ecologia quimica de T. arnobia e como
objetivos especificos: (i) fornecer informacdes base e complementares do comportamento
sexual de T. arnobia, a partir da observacdo do comportamento de chamemento; (ii)
realizar o estudo de sensilas antenais em machos e fémeas de T. arnobia, através de
microscopia eletrdnica de varredura (M.E.V.); (iii) isolar e identificar possiveis
substancias feromonais de extratos de glandulas abdominais de fémeas de T. arnobia,
utilizando cromatografia gasosa com detector de ionizagdo de chamas (GC-FID); (iv) e
verificar a bioatividade dos extratos, através de eletroantenografia acoplada a
cromatografia gasosa (EAG-CG). Em relagdo ao comportamento de chamamento, a
exposicdo da glandula ocorreu ap6s a 22 hora da escotofase. O comportamento de
chamamento foi caracterizado pela exposicdo da glandula feromonal das fémeas de T.
arnobia, a disseminacdo do feroménio sexual, a percep¢do do feroménio pelos machos e
aproximacéo dos machos a fonte emissora do feromonio. No total, seis tipos de sensilas
foram identificadas em antenas de fémeas e machos de T. arnobia, caracterizadas em
tricoide, esquamiforme, caética, basiconica, celocdnicas e estiloconica. As antenas de
fémeas e machos T. arnobia apresentam morfologia estrutural de sensilas distintas.
Antenas de ambos sexos, tem a presenca das cerdas de Bohm’s bristles, na base do escapo.
As sensilas tricoides sdo as mais abundantes, principalmente em antenas de machos de T.
arnobia, indicando que as mesmas podem responder aos estimulos de subtancias
guimicas. No perfil cromatografico do extrato de glandulas abdominais em fémeas de T.
arnobia provenientes de Alagoas, foi possivel identificar previamente 19 possiveis
compostos. Em relagdo a bioatividade das substdncias feromonais de extratos de
glandulas abdominais de fémeas de T. arnobia, observou-se que as respostas
eletroantenograficas de antenas de machos submetidas ao extrato feromonal T. arnobia
foram significativas quando comparadas ao estimulo do hexano (controle).

Palavras-chave: lagarta desfolhadora; semioquimicos; chamamento; sensilas; glandula

feromonal; bioatividade.



CHEMICAL ECOLOGY OF Thyrinteina arnobia (STOLL, 1782)
(LEPIDOPTERA: GEOMETRIDAE) ON EUCALYPTUS

ABSTRACT

The genus Eucalyptus has about 600 species, adapted to the most varied climates and
soils. In Brazil, around 7.47 million hectares are occupied by eucalyptus forest stands.
With the advance of eucalyptus cultivation in Brazil, the incidence of population
outbreaks of insects has been favored. Among the insect pests of the crop, the defoliator
caterpillar Thyrinteina arnobia (Stoll, 1782) (Lepidoptera: Geometridae) stands out, cited
as the most important lepidopteran for eucalyptus cultivation in the country. In the state
of Alagoas, the presence of T. arnobia was found to cause significant damage. Due to the
large extension of the eucalyptus forest stands and the height of the trees, the chemical
control of T. arnobia becomes economically unsustainable. As a result, new control
methods have been proposed, including behavioral control, through the study of the
sexual pheromone of T. arnobia. Therefore, it is necessary to understand the mechanisms
involved in the chemical ecology of the species, from the sexual pheromone release
process, through the perception of these compounds, excitation and response to
pheromonal substances. Thus, the present study aims to study the chemical ecology of T.
arnobia and as specific objectives: (i) provide basic and complementary information on
the sexual behavior of T. arnobia, based on the observation of the calling behavior; (ii)
carry out the study of antennal sensilla in males and females of T. arnobia, through
scanning electron microscopy (SEM); (iii) isolate and identify possible pheromonal
substances from extracts of abdominal glands of T. arnobia females, using gas
chromatography with flame ionization detector (GC-FID); (iv) and verify the bioactivity
of the extracts, through electroantenography coupled to gas chromatography (EAG-GC).
Regarding calling behavior, gland exposure occurred after the 2nd hour of scotophase.
The calling behavior was characterized by the exposure of the pheromone gland of the
females of T. arnobia, the dissemination of the sexual pheromone, the perception of the
pheromone by the males and the approach of the males to the emitting source of the
pheromone. In total, six types of sensilla were identified in antennae of females and males
of T. arnobia, characterized in trichoid, squamiform, caetic, basiconic, celoconic and
styloconic. The antennae of female and male T. arnobia have different structural
morphology of sensilla. Antennae of both sexes have Bohm's bristles at the base of the
scape. The trichoid sensilla are the most abundant, mainly in the antennae of T. arnobia
males, indicating that they can respond to stimuli from chemical substances. In the
chromatographic profile of the extract of abdominal glands in T. arnobia females from
Alagoas, it was possible to previously identify 19 possible compounds. Regarding the
bioactivity of pheromonal substances from extracts of abdominal glands of T. arnobia
females, it was observed that the electroantennary responses of male antennae submitted
to the pheromonal extract of T. arnobia were significant when compared to the hexane
stimulus (control).

Keywords: defoliator caterpillar; semiochemicals; calling behavior; sensilla; pheromonal

gland; bioactivity.
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INTRODUCAO GERAL

De origem natural da Austrdlia, Papua Nova Guiné e Indonésia, 0 género
Eucalyptus possui cerca de 600 espécies, com adaptacdo a diferentes condicdes
edafoclimaticas. No Brasil, cerca de 9,55 milhdes de hectares sdo de povoamentos
florestais implantados, sendo 78% desse total ocupado por Eucalyptus spp. totalizando
7,47 milhdes de hectares (MORA & GARCIA, 2000; AMORIM et al., 2021; IBA, 2021).

A expansdo acelerada da eucaliptocultura em todas as regides do Brasil se da pelo
rapido crescimento; alta produtividade e multiplos produtos tais como celulose, mdveis,
papel, paineis de madeira, pisos, carvéao e construcdo civil; gerando lucros significativos
(AMORIM et al., 2021).

No estado de Alagoas, o Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste
(Cetene), vinculado ao Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovacdo (MCT]I), lancou em
2015 a iniciativa de implantacdo de unidades experimentais clonais de Eucalyptus spp.
em diferentes regides, com o objetivo de ampliar e proporcionar a diversificagéo
produtiva (APIMEC, 2015).

Com o avanco da eucaliptocultura, a incidéncia de surtos populacionais de insetos
pode ser favorecida. As perdas ocasionadas por insetos exoticos e nativos sdo de
representativa importancia para a cultura. Dentre os lepidopteros desfolhadores nativos,
destaca-se a lagarta-parda-do-eucalipto, Thyrinteina arnobia (Stoll, 1782) (Lepidoptera:
Geometridae), classificada como pragra-chave para o cultivo de Eucalyptus spp. no pais,
devido aos surtos populacionais frequentes, ocasionando danos em areas superiores a
445.000 hectares/ano, resultando em sérios prejuizos econdmicos para a cultura
(MORAES & MACEDO 1975; ANJOS et al., 1987; HOLTZ et al., 2003; BARRETO &
MOJENA, 2014).

A lagarta desfolhadora, T. arnobia tem ampla distribuicdo geografica, com
ocorréncia desde a América Central até a Argentina (BATISTA-PEREIRA, 2007). Em
Alagoas, a presencga de T. arnobia é frequentemente constatada em plantios experimentais
clonais de eucalipto, causando danos significativos (BREDA et al., 2018).

Atualmente, os principais métodos envolvidos no controle da lagarta-parda-do-
eucalipto séo através da pulverizacdo de produtos quimicos e a liberagcdo de inimigos
naturais. Entretanto, devido a grande extensdo dos povoamentos florestais de eucalipto e

a altura das arvores, o controle quimico de T. arnobia torna-se economicamente
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insustentavel (WILCKEN & FILHO, 2006). Em virtude disso, novos métodos de controle
vém sendo propostos com o controle comportamental, através do uso de semioquimicos.

As substancias quimicas produzidas pelos animais e plantas que estdo envolvidas
na comunicacao entre 0s organismos sdo denominadas semioquimicos (NORDLUND &
LEWIS, 1976). Tais substancias sdo muito importantes para os insetos na localizacéo de
presas, defesa, agressividade, selecdo de plantas hospedeiras, locais de oviposicao, corte,
acasalamento e organizacédo de atividades sociais. Pesquisas na area de ecologia quimica
de insetos vem sendo utilizadas com sucesso para o desenvolvimento de estratégias de
Manejo Integrado de Pragas (MIP), envolvendo aspectos bioldgicos, fisioldgicos,
comportamentais, bioquimicos e genéticos, principalmente através da sintese e aplicacdo
de feromonios sexuais, facilitando a determinagdo da dindmica populacional e
proporcionado controle efetivo, seguro e ambientalmente sustentavel (VILELA &
DELLA LUCIA, 2001).

Diversos estudos utilizando feroménios sexuais com espécies da ordem
Lepidoptera ja foram realizados, buscando compreender os mecanismos envolvidos desde
a liberacdo dos feromonios sexuais até a resposta do sistema nervoso central (SNC) as
substancias feromonais percebidas (ARIOLI et al., 2013).

Em estudo anterior, envolvendo a ecologia quimica de T. arnobia, o
comportamento de chamamento de fémeas foi descrito, indicando o inicio da exposicao
de glandula abdominal feromonal, de coloracdo esverdeada, para a 1* hora da 12
escotofase (BATISTA-PEREIRA et al., 2004). Entretanto, a elucidacdo completa do
comportamento sexual de T. arnobia, envolvendo atragdo, localizacdo, corte e cépula
ainda n&o foi elucidada.

A percepcdo dos feromdnios sexuais, acontecem em areas especificas das antenas
dos insetos, denominadas sensilas, que sdo pequenas estruturas (ultraestruturas)
sensoriais, quimiorreceptoras, que desencadeiam uma série de resposta comportamental
(ARIOLI et al., 2013). O estudo de sensilas em antenas de insetos sO € possivel através
do microscopio eletronico de varredura (MEV), instrumento imprescindivel para avaliar,
examinar e analisar caracteristicas microestruturais de materiais sélidos. Apesar de sua
importancia, ainda sdo poucos os trabalhos que utilizam tal técnica (AZEVEDO FILHO
et al., 2008). Para T. arnobia ainda ndo existe na literatura a identificacdo de sensilas

antenais de fémeas e machos.
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Moreira et al. (2013) ao realizarem um estudo do feromonio sexual de T. arnobia,
isolando  gléandulas abdominais de fémeas virgens obtiveram  respostas
eletroantenograficas em antenas de machos de T. arnobia, sugerindo a estrutura do 3,4-
epoxi-6,9-eneicosadieno como componente majoritario, obtendo a sintese racémica desse
composto em 10 etapas com rendimento global de 28%. De forma geral, componentes
majoritarios podem apresentar sintese demorada e economicamente inviavel, fazendo-se
necessario o estudo de outros componentes do feroménio sexual e/ou rotas sintéticas
alternativas para uso dessas substancias no desenvolvimento de novos produtos
comerciais e implantacdo de programas de Manejo Integrado de Pragas Florestais (MIP
Floresta) para a eucaliptocultura local e nacional.

Atualmente, ndo existe comercialmente a disponibilidade de feromonio sexual
para 0 manejo das populacdes de T. arnobia em povoamentos florestais de eucalipto. Para
tanto, é necessario compreender os mecanismos envolvidos na ecologia quimica da
espécie desde o processo de liberacdo do feromonio sexual, passando pela percep¢do
desses compostos, excitacao e resposta as substancias feromonais.

Dessa maneira, 0 presente estudo tem como objetivo geral estudar a ecologia
quimica de T. arnobia e como objetivos especificos: (i) fornecer informacdes base e
complementares do comportamento sexual de T. arnobia, a partir da observagdo do
comportamento de chamamento; (ii) realizar o estudo de sensilas antenais em machos e
fémeas de T. arnobia, através de microscopia eletrdnica de varredura (M.E.V.); (iii) isolar
e identificar possiveis substancias feromonais de extratos de glandulas abdominais de
fémeas de T. arnobia, utilizando cromatografia gasosa com detector de ionizacdo de
chamas (GC-FID); (iv) e verificar a bioatividade dos extratos, através de

eletroantenografia acoplada a cromatografia gasosa (EAG-CG).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. O género Eucalyptus

O eucalipto (do grego, eu (bem) + kaAvmtw (kalipto = cobrir) = “verdadeira
cobertura”) ¢ a designagdo popular dada a varias espécies vegetais do género Eucalyptus.
O género Eucalyptus é originario da Australia, Tasmania e outras ilhas da Oceania,
pertencente a familia Myrtaceae, mesma familia botanica que abrange culturas nativas do
Brasil, como a goiabeira, a guabiroba e a jaboticabeira (HOLTZ, 2001; VITAL, 2007,
EMBRAPA, 2022; MOURA & GARCIA, 2000; COSTA et al., 2012).

Ha muitas controvérsias sobre a introducéo inicial do eucalipto no Brasil, entretanto,
acredita-se que a introducéo das primeiras mudas de eucalipto no Brasil foi no Rio Grande do
Sul em 1868, no mesmo ano, alguns exemplares foram plantados na Quinta da Boa Vista, no
Rio de Janeiro (MORA & GARCIA, 2000). A cultura no inicio era utilizada como barreiras
quebra-ventos, paisagismo, e na extracdo de Oleo vegetal mas, no final de 1930, o
eucalipto comecou a ser plantado em escala comercial, sendo utilizado como dormentes
para construcdo de estradas de ferro e de casas, além de ser utilizado como combustivel
em siderurgicas e em fornos domésticos (VITAL, 2007).

A partir de 1960, com a lei de incentivos fiscais concedidos pelo Governo Federal,
os plantios florestais foram se estabelecendo em larga escala no territdrio brasileiro.
Configurando um cenéario favoravel para a implantacdo de grandes empreendimentos
florestais, com espécies dos géneros Corymbia, Pinus e Eucalyptus, sendo este ultimo, o
mais predominante em areas plantadas (REIS et al., 2021).

Desde entdo, a eucaliptocultura vem sendo amplamente empregada em
implantacbes de povoamentos florestais, visto que, apresentam um rapido crescimento,
adaptam-se ao mais variados climas e solos, além de possuir uma ampla diversidade de
espécies (ARFLORA, 2013). A finalidade da producdo de Eucalyptus spp., varia de
acordo com a espécie e a parte utilizada, as folhas podem ser direcionadas para a extragdo
Oleos esséncias; as flores para a comercializacdo de produtos apicolas; a casca para
producéo de taninos (colas, floculantes); a madeira é usada para a producdo de moveis,
na construcdo civil e principalmente na extragdo de celulose para a produgdo de papel
(ARFLORA, 2013).

De acordo com os dados da IndUstria Brasileira de produtores de Arvores (IBA,

2021) em 2020, a area total de arvores plantadas totalizou 9,55 milhdes de hectares, um
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recuo de 1,4% em relacdo ao dado revisado de 2019, que ficou em 9,69 milhdes de
hectares, sendo as mudancas climaticas um dos principais fatores que impactaram na
queda de produtividade. Entre as espécies, 78% da area é composta pelo cultivo de
eucalipto, com 7,47 milhdes de hectares, localizados principalmente nos Estados de
Minas Gerais (27,6%), Sdo Paulo (18,1%) e Mato Grosso do Sul (15,1%). Segundo Vital
(2007), mais de 700 espécies de eucalipto sdo reconhecidas botanicamente, sendo as
espécies E. grandis, E. saligna, E. urophila e o hibrido E. urograndis (E. grandis X E.
urophila) as mais cultivadas no Brasil.

No Estado de Alagoas, a implantacdo da eucaliptocultura ainda é recente, porém,
apresenta um grande potencial para a producdo de biomassa energética para ceramicas,
fabricas de gesso e usinas de cana-de-agucar, gerando renda principalmente aos
produtores do setor canavieiro (APIMEC, 2015).

As perdas ocasionadas por surtos populacionais de insetos, porém, sdo de
representativa importancia para o cultivo de Eucalyptus spp., sendo uma constante
ameaca a produtividade e estabelecimento da eucaliptocultura nas mais diversas regides
produtoras. No Brasil, sdo registradas cerca de 177 espécies de insetos associados a

Eucalyptus spp., incluindo espécies nativas e exéticas (EMBRAPA, 2017).

2.2. Insetos-praga associados ao eucalipto no Brasil

Com a crescente expansdo gradativa da monocultura do eucalipto, cresce também
os problemas entomoldgicos. No Brasil, a familia Myrtaceae possui uma grande
diversidade de espécies, que abrigam uma extensa entomofauna, em virtude disso, muitos
insetos nativos migram e se adaptam ao eucalipto, tornado-se assim, inseto-praga da
cultura. Além dos insetos-praga nativos, ha uma outra grande preocupacdo, com a ameaca
de insetos-praga  exaticos, que sdao  favorecidos  por  plantagbes
monoespecificas/monoclonais que por muitas vezes sao mal manejadas em virtude da alta
densidade de plantas. Além disso, devido a baixa resisténcia ambiental dos monocultivos,
0s insetos-pragas exaticos sdo beneficiados, uma vez que estes ambientes ndo fornecem
abrigo e/ou alimentos para os inimigos naturais, consequentemente a isso, ocorre a
auséncia de inimigos naturais nesses ambientes onde a praga exotica foi introduzida,
proporcionando assim, condi¢Bes favoraveis para surtos populacionais e a dispersdo do
inseto exatico (IEDE, 2005; BARBOSA et al., 2021).
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2.2.1. Complexo de insetos-praga exoticos

De acordo com Schiihli et al (2016) 57 insetos-praga exo6ticos ameagam o setor
florestal brasileiro, incluindo tanto as pragas que ja foram introduzidas no pais, quanto as
pragas ausentes que apresentam riscos de entrada. Na cultura do eucalipto, 12 espécies de
insetos-pragas exoéticos apresentam risco a cultura, sendo necessario 0 monitoramento.
Dentre 0s insetos-praga exoticos ja introduzidos no Brasil destacam-se: o gorgulho-do-
eucalipto Gonipterus platensis Marelli, 1927 e Gonipterus pulverulentus Lea, 1897; a
broca-do-eucalipto Phoracantha semipunctata Fabricius, 1775 e Phoracantha recurva
Newman, 1842; os psilideos-de-ponteiro Ctenarytaina spatulata Taylor, 1997,
Ctenarytaina eucalypti Maskell, 1890 e Blastopsylla accidentalis Taylor, 1985; o
psilideo-de- -concha Glycaspis brimblecombei Moore, 1964; o &caro-do-eucalipto
Rhombacus eucalypti Ghosh & Chakrabarti, 1987; a microvespa-do-citriodora
Epichrysocharis burwelli Schauff, 2000; a vespa-da-galha Leptocybe invasa Fisher & La
Salle, 2004 e o percevejo-bronzeado Thaumastocoris peregrinus Carpintero & Dellapé,
2006 (MUCHALAK et al., 2020; BARBOSA et al., 2021)

2.2.2. Complexo de insetos-praga nativos no Brasil

O complexo de pragas do eucalipto no Brasil compreende insetos nativos como
as formigas cortadeiras dos géneros Atta e Acromyrmex (Hymenoptera: Formicidae),
(SANTOS et al., 2008; COSTA & GARLET, 2016; BARBOSA et al., 2021), besouros
desfolhadores como Costalimaita ferruginea (Fabricius, 1801) (Coleoptera:
Chrysomelidae) (SANTOS et al., 2008; COSTA & GARLET, 2016; XAVIER et al.,
2019) e Sternocolaspis quatuordecimcostata (Lefréve, 1877) (Coleoptera:
Chrysomelidae) (SANTOS et al., 2008), os cupins-das-mudas, Syntermes spp. Holmgren,
1909 (Blattodea: Termitidae), Cornitermes spp. Wasmann, 1897 Blattodea: Termitidae)
e Nasutitermes spp. Dudley, 1890 (Blattodea: Termitidae) (SANTOS et al., 2008;
COSTA & GARLET, 2016), cupins do cerne, Coptotermes spp. Wasmann, 1896
(Blattodea: Rhinotermitidae) e Heterotermes spp. Froggatt, 1897 (Blattodea:
Rhinotermitidae), além dos lepidopteros desfolhadores, Eupseudosoma involuta (Sepp,
1952) (Lepidoptera: Arctiidae) (SANTOS et al., 2008; ZACHE et al., 2013; COSTA &
GARLET, 2016), Sarsina violascens (Herrich-Schaeffer, 1856) (Lepidoptera:
Lymantriidae) (SANTOS et al., 2008; MORAIS et al., 2010; PEREIRA et al., 2022),
destacando-se Thyrinteina arnobia (Stoll, 1782) (Lepidoptera: Geometridae).
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2.3. Thyrinteina arnobia (Stoll, 1782) (Lepidoptera: Geometridae)

Também conhecida como lagarta parda do eucalipto ou lagarta-mede-palmo
(MORAES & MACEDO 1975; ANJOS et al., 1987), T. arnobia é considerada a principal
lagarta desfolhadora associada ao cultivo de Eucalyptus spp. no Brasil, ocasionando, ap6s
ataques sucessivos, paralisia no crescimento das arvores e perdas consideraveis na
producdo (GALLO etal., 1988; ZANUNCIO & PIRES, 2008).

As fémeas de T. arnobia, quando adultas, sdo caracterizadas por asas de coloracéo
branca com pontuacGes negras bem esparsas, com duas linhas escuras e sinuosas
transversais nas asas anteriores, que ddo continuidade nas asas posteriores, sendo essas
mais externa. As fémeas tém antenas filiformes de cor preta e envergadura média de 49
mm. Os machos adultos s&o menores que as fémeas, com envergadura aproximada de 35
mm, com coloracdo castanha variavel nas asas anteriores e antenas bipectinadas. O inseto
apresenta habito noturno. Durante o dia a fémea fica em repouso e raramente voa, ja o
macho, mostra-se ser mais ativo e voa mais facilmente durante o dia. A longevidade
média do adulto € de sete dias para a fémea e trés a quatro dias para 0 macho (SANTOS
etal., 2008; OLIVEIRA, 2010; COSTA & GARLET, 2016).

A fémea coloca, em média, 750 ovos, com periodo embrionario de dez dias. Os
0vos apresentam uma coloragdo verde-acinzentados e escurecem progressivamente até a
coloragdo preta, quando as lagartas estdo perto de eclodir. As lagartas sao do tipo “mede
palmo” e apresentam de inicio, uma coloracdo preta, passando para castanho com
manchas, e por muitas vezes sdo confundidas com galhos secos. Com o desenvolvimento
da lagarta, forma-se uma saliéncia nas laterais da cabeca, em forma de cone. As lagartas
possuem seis estagios, com duracdo média de trinta dias para fémeas e vinte cinco dias
para 0s machos, no final desta fase, chega a medir 50 mm de comprimento. As lagartas,
ao completarem seu ciclo, passam por um periodo de aproximadamente 48 horas de pré-
pupa, onde enrolam-se em uma ou mais folhas do eucalipto ou em vegetacdo rasteira.
Apo0s essa fase, passa por um periodo pupal de aproximadamente dez dias (SANTOS et
al., 2008; OLIVEIRA, 2010; COSTA & GARLET, 2016).

A lagarta parda do eucalipto apresenta habito polifago, com registro em plantas
nativas, do sub-bosque e grande adaptacdo a plantas exoéticas. Os maiores surtos
populacionais de T. arnobia ocorrem em plantas pertencentes a familia Myrtaceae, sendo

relatados em oito espécies do género Campomanesia (gabiroba), nove espécies do género
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Eugenia (pitanga ou cagaita), seis espécies do género Psidium (goiabas e aracas) e vinte
espécies do género Eucalyptus (BATISTA-PEREIRA, 2007).

As lagartas de T. arnobia, inicialmente, atacam a base para o &pice da copa da
arvore e nas margens para o interior dos talhdes. As lagartas dos quatro primeiros instares
consomem em média 12,09 cm? de area foliar, ja nos dois Gltimos instares, 0 consumo
chega a 108,49 cm?, consequente a isso, 0 ataque s6 é percebido quando a maioria das
lagartas atingem os Ultimos instares, devido ao aumento do desfolhamento e pela presenca
notavel de suas fezes nas arvores (ZANUNCIO et al., 1993; OLIVEIRA, 2010).

O primeiro registro de ocorréncia de lagartas de T. arnobia no Brasil em
Eucalyptus spp., foi identificado na regido de Bauru, Sdo Paulo, nas espécies E. alba, E.
rostrata e E. resinifera (CHACARAS & QUINTAIS, 1949). Posteriormente, ocorréncias
em Eucalyptus spp. foram registradas nos Estados de Rio Grande do Sul, Santa Catarina,
Minas Gerais, Espirito Santo, Bahia, Goias, Distrito Federal, Amazonas, Para, Amapa e
Pernanbuco (ANJOS et al., 1987; ZANUNCIO & PIRES, 2008), atualmente, a T. arnobia
foi registrada em todas as regibes, apresentando ampla distribuicdo geogréfica no pais e
nas mais diversas fases de implantacdo de povoamentos florestais de eucalipto, sendo
relatados danos em mudas de apenas um més de idade, até em povoamentos florestais
com 23 anos de idade (WILCKEN, 1996; COSTA & GARLET, 2016).

No estado de Alagoas, surtos populacionais de T. arnobia vem sendo relatados
com frequéncia em diversas regifes, demandando a adocdo imediata de préaticas de
manejo (BREDA et al., 2018). Devido ao cultivo de Eucalyptus spp. em monoculturas
clonais, configurando areas extensas e contiguas, de baixa variabilidade genética, além
da altura dos povoamentos florestais estabelecidos, o controle quimico de T. arnobia,
através da pulverizacdo de inseticidas quimicos e/ou bioldgicos, torna-se de dificil
implementacdo e alto custo (BATISTA-PEREIRA, 2007). Além disso, o controle
quimico provoca a reducdo da populacdo de inimigos naturais, a contaminacao ambiental
e a resisténcia de insetos-praga (CAMILO et al, 2015).

Assim, métodos alternativos de controle vém sendo propostos, incluindo o
desenvolvimento de técnicas de controle comportamental, através do estudo de

substancias feromonais.
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2.4. Feromdnios sexuais no Manejo Integrado de Pragas (MIP)

A interacdo entre insetos, com 0 meio ambiente e outros seres vivos é
intermediada principalmente pela emissdo e detec¢do de substancias quimicas volateis,
denominadas de semioquimicos, utilizadas para diversos fins, como busca de parceiros
para a copula, alimento, presa, escolha do local de oviposicdo, defesa contra inimigos
naturais, entre outros (ZARBIN et al., 2009).

Os semiquimicos mediadores de comunicacdo intraespecifica, ou seja,
comunicacdo entre os individuos de uma mesma espécie, sdo denominados feromonios
(THOMAZINI, 2009). De acordo com a resposta comportamental produzida pelos
feromonios, essas substancias podem ser classificadas em: feromdnio de agregacao,
dispersdo, alarme, territoriedade, marcacdo de trilha, postura e feromdnios sexuais
(ARIOLI et al., 2013) este ultimo, os feromdnios sexuais, sdo responsaveis de mediar a
interacdo de atracdo de individuos do sexo oposto para acasalamento (ZARBIN et al.,
2009).

Em 2023, completa 64 anos do primeiro trabalho publicado identificando
feromonio em inseto. O estudo, foi realizado em 1959 pelo pesquisador alemdo Adolf
Friedrich Johann Butenandt, onde foi isolado e identificando o feroménio sexual do
bicho-da-seda Bombyx mori Linnaeu (Lepidoptera: Bombycidae), conhecido por
Bombicol. O Bombicol é um alcool de cadeia longa liberado pelas fémeas para atrair 0s
machos para a copula (BUTENANDT et al., 1959).

Em 1966, sete anos mais tarde da publicacdo de Adolf, foram publicados
resultados referentes a identificagdo dos feromonios sexuais de insetos-praga que também
tem ocorréncia no Brasil, os das mariposas Trichoplusia ni (Lepidoptera, Noctuidae) e
Pectinophora gossypiella (Lepidoptera, Gelechiidae) (ZARBIN et al., 2009).

Estudos envolvendo feromonios sexuais para o controle e monitoramento de
populacbes de insetos das mais diversas ordens de importancia agricola vém sendo
desenvolvidos e aplicados com sucesso, revelando-se como uma técnica efetiva e
promissora para 0 Manejo Integrado de Pragas (MIP) (VILELA & DELLA LUCIA,
2001; PHEROLIST, 2011). Pesquisas com feroménios sexuais de Lepidopteras ja foram
amplamente desenvolvidas. Acredita-se que os feromonios sexuais de mais de 700
especies de mariposas ja foram identificados no mundo até hoje (ANDO &
YAMAMOTO, 2020).
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De acordo com Arioli et al. (2013), para a ordem Lepidoptera os feromonios
sexuais sdo geralmente constituidos por uma combinacdo de compostos quimicos
volateis, com fungdes especificas, incluindo acetatos, alcodis e aldeidos, variando de
acordo com as espécies.

De maneira geral, esses compostos sdo produzidos em glandulas especializadas e
podem ser classificados de acordo com o tempo de acdo, quando a agdo se mostra lenta
ou prolongada sdo denominados preparadores; ja quando o individuo apresenta uma
reposta imediata, sdo denominados desencadeadores (BATISTA-PEREIRA et al., 2004;
NASCIMENTO, 2013).

A aplicacéo de feromdnios sexuais no Manejo Integrado de Pragas (MIP) pode ter
como objetivos: 1- Monitoramento populacional, atraindo os insetos para armadilhas,
contendo a fonte emissora, para determinar flutuacdo da populacéo; 2- Coleta Massal,
utilizando armadilhas em grande quantidade, contendo a fonte emissora, para a coleta de
namero significativo de individuos, evitando geracdes futuras; 3-Disrupcdo sexual,
“interrupgdo de acasalamento” ou "confusdo sexual”, com a inundag¢do do ambiente com
fontes emissoras, interrompendo, confundindo ou dificultando a localizacéo do parceiro
sexual; 2- Atrai e mata, atraindo os insetos armadilhas com fonte emissora, contendo a
adicdo de substancia toxica (ARIOLI et al., 2013).

Cerca de 46 feromonios sintéticos foram registrados no Ministério da Agricultura,
Pecuaria e do Abastecimento (MAPA) para o controle de 22 espécies de insetos-praga, a
maioria sdo feromdnios sexuais, que sdo utilizados principalmente no monitoramento e
na confusdo sexual de insetos-praga. Para a ordem Lepidoptera, tem-se o registro de
feroménios sintéticos para algumas espécies, como Leucoptera coffeella (Guérin-
Méneville, 1842) (Lepidoptera: Lyonetiidae), Bonagota cranaodes (Meyrick, 1937)
(Lepidoptera: Tortricidae), Helicoverpa armigera (Hlbner) (Lepidoptera: Noctuidae),
Lobesia botrana (Denis & Schiffermiller) (Lepidoptera: Tortricidae), Neoleucinodes
elegantalis (Guenée) (Lepidoptera: Crambidae), Chrysodeixis includens (Walker,
[1858]) (Lepidoptera: Noctuidae), Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797)
(Lepidoptera: Noctuidae), Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae), Cydia
pomonella (Linnaeus) (Lepidoptera, Tortricidae), Grapholita molesta (Busck, 1916)
(Lepidoptera: Tortricidae), Ecdytolopha aurantiana (Lima, 1927) (Lepidoptera,
Tortricidae), Pectinophora gossypiella (Saunders, 1844) (Lepidoptera: Gelechiidae),
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Ephestia elutella (Hibner, 1796) (Lepidoptera: Pyralidae) e Plodia interpunctella
(Hubner, 1813) (Lepidoptera: Pyralidae).

2.4.1. Etapas para o estudo de feromonio

Feromdnios sexuais, na maioria das vezes sdo obtidos em quantidades
extremamente reduzidas, de g a mg, sendo moléculas organicas com centros quirais e/ou
insaturacdes e ramificagbes, em geral, de baixo peso molecular de 60 a 220 u, 0 que
garante a volatilidade da molécula. O que dificulta ainda mais a identificacdo desses
compostos é que, sendo produzidos em baixa quantidade sdo mascarados por uma série
de compostos inativos produzidos em grande quantidade, o que pode mascarar a
identificagdo dos feromonios (THOMAZINI, 2009; ZARBIN et al., 1999).

O estudo de identificacdo de feromoénios sexuais bioativos passa por algumas
etapas. A primeira etapa é identificar o inseto-praga de interesse. A segunda etapa é
desenvolver técnicas de criagdo para a manutencdo desse inseto em laboratorio. A terceira
etapa é realizar estudos comportamentais em laboratdrio e em campo. A quarta etapa é a
coleta do material com extracdo por solvente, com a extracdo direta da glandula. A quinta
e ultima etapa € identificacdo de substancias biologicamente ativas, utilizando a
cromatografia gasosa, cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas e
eletroantenograma (GOULART et al., 2015; ZARBIN et al., 1999).

2.5. Comportamento sexual de Thyrinteina arnobia

O feromonio sexual aumenta o sucesso do acasalamento e pode ser produzido
tanto por machos quanto por fémeas, variando de acordo com a espécie estudada. Para a
maioria das mariposas, € sabido que fémeas emitem uma combinacdo de substancias
volateis, através da exposicdo de uma glandula especializada de feroménio localizada
entre 0 8 e 9° seguimentos abdominais. Tal comportamento, denominado de
“chamamento”, desencadeia uma série de respostas comportamentais nos individuos
machos, que se inicia com a percepcao dos volateis, atracao, localizacéo das fémeas, corte
e copula (NASCIMENTO, 2013; MAGALHAES et al., 2020).

Assim, um dos primeiros passos para o estudo do feroménio sexual de uma
espécie é a elucidacdo do comportamento sexual, utilizando-o como base para a
identificacdo do uso de feroménios a curta e longa distancia, além do isolamento e

extracdo da glandula feromonal. Dentre os fatores que interferem no comportamento
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sexual e, consequentemente, na liberagdo do feroménio, destacam-se o fotoperiodo, a
temperatura (NASCIMENTO, 2013), e o alimento, podendo causar alteragdes na idade
em que as fémeas realizam o chamamento pela primeira vez e na sua periodicidade
(BATISTA-PEREIRA et al., 2004; LIMA & DELLA LUCIA 2001).

Para T. arnobia, Batista-Pereira et al. (2004) estudando o comportamento de
chamamento de fémeas virgens sob o efeito de trés dietas (P. guajava, E. grandis e dieta
artificial) observaram que o tipo de alimento oferecido na fase jovem influenciou o inicio
do comportamento de chamamento (pré-chamamento) e o tempo médio total de duragédo
desse comportamento, alterando também a coloracéo da glandula de feromonio exposta.
Em E. grandis, esses mesmos autores descreveram o comportamento de chamamento de
fémeas de T. arnobia, indicando o inicio da exposicdo de glandula abdominal, de
coloracdo esverdeada, para a 12 hora da 12 escotofase.

Porém a elucidacdo completa do comportamento sexual de T. arnobia,

envolvendo atracdo, localizagdo, corte e copula ainda ndo foi descrita na literatura.

2.6. Estudo de sensilas em antenas

De maneira geral, os feromonios sdo detectados pelos neurdnios sensoriais
olfativos localizados nas sensilas, presentes nas antenas dos insetos. As antenas s&o
apéndices articulados e moveis que apresentam trés divisGes principais, 0 primeiro
seguimento é o escapo, que geralmente € maior do que os outros articulos, conhecido
também como pedunculo basal; o segundo seguimento é o pedicelo, que quase sempre
apresenta um 6rgdo sensorial conhecido como 6rgdo de Johnston, que é um
mecanoreceptor sensivel que responde ao movimento do flagelo; o resto da antena é
chamado de flagelo, podendo ser filamentoso e multiarticulado, com muitos
flageldmeros. Em alguns insetos as antenas dos machos sdo mais elaboradas que as das
fémeas, esse aumento da area da superficie das antenas dos machos facilita a deteccao de
feromonios sexuais da fémea (MAGALHAES et al., 2020).

As sensilas sdo drgdos sensoriais que pode ter forma de pelos, botGes, fossetas ou
cones, ocorrem nas antenas e funcionam como quimiorreceptores, mecanorreceptores,
termorreceptores e higrorreceptores. Estudos anteriores da ultraestrutura das antenas de
diversas espécies de mariposas permitiram a identificacdo de varios tipos de sensilas
quimiorreceptivas olfatdrias, tais como: sensila basiconica, sensila tricoide, sensila

celocdnica, sensila cética, sensila esquamiformes, sensilla estiloconica e cerdas de
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Bohm’s bristles. Entretanto, as sensilas tricoides sd@0 apontadas como detectoras dos
feroménios sexuais. Cada sensila tem de dois a maltiplos subtipos que divergem, de
acordo com sua sensibilidade e sintonia, a diferentes substancias quimicas de
comunicacdo (LIU et al, 2019; SILVA et al., 2019).

As moléculas dos feromonio ao serem liberadas atravessam os poros das sensilas
olfativas, em seguida, se ligam a proteinas especificas, chamadas proteinas ligantes de
odor (OBP, odorant-binding proteins), as moléculas de feromdnios sdo levadas aos
dendritos dos neurdnios sensoriais, ocorrendo a despolarizacdo da membrana e a ativagdo
da resposta do receptor (MAGALHAES et al., 2020).

Embora j& se saiba que as sensilas antenais de Lepidoptera desempenham papéis
importantes no seu comportamento, ainda Sd0 poucas pesquisas realizadas,
principalmente em algumas espécies de insetos-praga importantes (XIANGQUN et al.,
2014).

Os estudos com intuito de visualizar e identificar sensilas quimiorreceptivas
olfatdérias em antenas vém sendo realizados com o microscépio eletrdnico de varredura
(MEV), que fornece imagens de alta resolucdo. O MEV ¢ considerado uma excelente
ferramenta que auxilia na busca de respostas confidveis para a caracterizacdo
microestrutural de amostras bioldgicas e ndo bioldgicas. A alta resolucdo das imagens
obtidas pelo microscépio é uma das grandes vantagens deste equipamento, com resolucao
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 orientagdes, mas
para isso, € necessario que a amostra esteja bem preservada nas trés dimensdes
(AZEVEDO FILHO et al., 2008).

A microscopia eletronica de varredura € uma boa ferramenta para estudos
entomoldgicos na caracterizagdo microestrutural dos insetos. O seu uso tem mostrado
excelentes resultados, e vem surgindo como uma metodologia auxiliar nos estudos de
morfoldgica classica, ja que, algumas estruturas ndo sdo visiveis no microscopio optico
(SANTOS-MALLET et al, 2008; AZEVEDO FILHO et al., 2008).

2.7. Feromdnio sexual de Thyrinteina arnobia
Moreira et al. (2013) realizaram o isolamento dos componentes feromonais de

fémeas virgens de T. arnobia, utilizando técnicas de extracdo de glandulas abdominais e
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micro-extracdo em fase solida (SPME). Em anélises, através de cromatografia gasosa
acoplada a um detector eletroantenogréfico (CG-EAD), obtiveram duas repostas
significativas em antenas de machos de T. arnobia.

Em analises por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-
EM), esses mesmos autores identificaram o componente majoritario do feroménio sexual
de T. arnobia como o um dos estereoisomeros do 3,4-epoxi-6,9-eneicosadieno, propondo
ainda a sintese racémica desse composto em 10 etapas com rendimento global de 28%
(MOREIRA et al., 2013).

A sintese quimica de substancias feromonais tem por objetivo a obtencdo de
compostos em maior escala, de forma economicamente viavel, como o objetivo de
realizar bioensaios em laboratério e em campo, viabilizando o desenvolvimento de
estudos e novos produtos para o controle comportamental de pragas. Atualmente, ndo
existe comercialmente a disponibilidade de feroménio sexual para o manejo das

populagdes de T. arnobia em povoamentos florestais de eucalipto.

2.7.1. Bioatividade (EAG-CG)

E sabido que os insetos possuem um olfato muito desenvolvido, devido a
sensibilidade e especificidade com que suas antenas atuam para detectar e discriminar os
compostos quimicos presentes no ambiente. O primeiro estudo de comportamento
eletrofisiologico no sistema olfativo foi realizado por Schneider (1957), com a mariposa
da seda Bombyx mori. Através desse estudo foi possivel medir e registrar a resposta da
antena de um macho frente ao feromonio sexual das fémeas de B. mori (NAIME et al.,
2006; ZARBIN et al., 1999).

A eletroantenografia (EAG) é uma técnica que mede todas as respostas das células
receptoras da antena do inseto a estimulos provenientes de um composto bioativo, como
um feromonio sexual (NAIME et al., 2006; ZARBIN et al., 1999). Nessa técnica, a antena
do inseto € retirada e aderida no gel condutor, logo apos, a antena € posicionada entre dois
microeletrodos de platina que estdo conectados a um amplificador e a um registrador, em
seguida, a antena recebe um “puff’ de composto quimico. O eletrodo registrador,
conectado ao &pice da antena, detecta a resposta elétrica, a qual é amplificada e
visualizada como um traco, conforme no padrdo de EAG. A eletroantenografia (EAG)
pode operar com substancias quimicas puras, entretanto, quando acoplada ao
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cromatografo gasoso (CG), pode-se trabalhar com misturas mais complexas (NAIME et
al., 2006; ZARBIN et al., 1999; MORAES et al., 2008).

A técnica jA vem sendo empregada em diferentes ordens de insetos, como:
Coleoptera, Hemiptera, Orthoptera, Hymenoptera, Trichoptera e Lepidoptera (MORAES
et al., 2008). Na ordem Lepidoptera, Borges et al. (2018) identificaram trés compostos do
extrato da glandula feromonal de fémeas de Helicoverpa armigera, sendo eles o 92)-
hexadecenal, (Z9-16:0), (Z11)-hexadecenal (Z11-16:0) e hexadecanal (16:0), mas
através da eletroantenografia, foi possivel observar que somente 0 Z9-16:0 e 0 Z11- 16:0
mostraram atracdo e induziram a resposta em antenas de machos de H. armigera.

De acordo com Naime et al. (2006), a eletroantenografia (EAG-CG) é uma
ferramenta muito Gtil para auxiliar o pesquisador a identificar os compostos quimicos que

tem bioatividade eletrofisiologicamente em uma mistura complexa de compostos.
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CAPITULO | - COMPORTAMENTO SEXUAL E ESTUDO DE SENSILAS EM
Thyrinteina arnobia (STOLL, 1782) (LEPIDOPTERA: GEOMETRIDAE).

RESUMO

O desenvolvimento de estudos de controle comportamental para Thyrinteina arnobia
(Stoll, 1782) (Lepidoptera: Geometridae) passa pela elucidacdo da ecologia quimica da
espécie, que se inicia com a observacdo do comportamento sexual de chamamento,
através da exposicao da glandula abdominal de fémeas. Apds a liberacdo do feroménio,
a percepcdo das substancias quimicas é realizada nas sensilas das antenas dos machos,
cuja caracterizacdo pode ser realizada utilizando-se a microscopia eletrénica de varredura
(MEV). Dessa forma, o presente capitulo teve como objetivos: (i) avaliar o
comportamento de chamamento de fémeas virgens de T. arnobia; e (ii) caracterizar
ultraestuturalmente as sensilas antenais de machos e fémeas de T. arnobia. Para o
bioensaio de observacdo do comportamento de chamamento foram utilizados 18 fémeas
e 36 machos de T. arnobia. Com a emergéncia dos adultos, o chamamento foi avaliado
durante a escotofase e em seis dias consecutivos. O comportamento foi analisado através
de filmagens, observacbes diretas e continuas. Como resultados, foi observado que a
exposicdo da glandula ocorreu ap6s a 22 hora da 1% escotofase. O comportamento de
chamamento foi caracterizado pela exposicdo da glandula feromonal das fémeas de T.
arnobia e aproximacdo dos machos no sentido da fonte emissora do feroménio. Ja para a
caracterizagdo da morfologia estrutural das sensilas nas antenas de fémeas e machos de
T. arnobia foi utlizado a microscopia eletronica de varredura. No total, seis tipos de
sensilas foram identificadas em antenas de fémeas e machos de T. arnobia, caracterizadas
em tricoide, esquamiforme, caética, basiconica, celocénicas e estilocdnica. As antenas de
fémeas e machos T. arnobia apresentam morfologia estrutural de sensilas distintas. As
sensilas tricoides sdo as mais abundantes, principalmente em antenas de machos de T.
arnobia, indicando que as mesmas podem responder aos estimulos de subtancias
quimicas, ja que, essas sensilas sdo reconhecidas por sua funcéo receptora de feroménios
sexuais. O presente estudo permite uma maior compreensdo da comunicacao quimica
entre fémea e machos de T. arnobia, mediada por substancias feromonais.

Palavras-chave: lagarta desfolhadora; eucalipto; feromonio sexual, chamamento;
sistema olfativo sensorial; microscopia eletrdnica de varredura.
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SEXUAL BEHAVIOR AND SENSILS STUDY IN Thyrinteina arnobia (STOLL,
1782) (LEPIDOPTERA: GEOMETRIDAE)

ABSTRACT

The development of behavioral control studies for Thyrinteina arnobia (Stoll, 1782)
(Lepidoptera: Geometridae) involves the elucidation of the chemical ecology of the
species, which begins with the observation of the sexual behavior of calling, through the
exposure of females abdominal gland. After the pheromone release, the perception of the
chemical substances is carried out in the sensilla of male antennae, whose characterization
can be carried out using scanning electron microscopy (SEM). Thus, this chapter aimed
to: (i) evaluate the calling behavior of virgin females of T. arnobia; and (ii)
ultrastructurally characterize the antennal sensilla of males and females of T. arnobia. For
the observation of calling behavior, 18 females and 36 males of T. arnobia were used.
With the emergence of adults, calling behavior was evaluated during scotophase and on
six consecutive days. The behavior was analyzed through filming, direct and continuous
observations. As a result, it was observed that the gland exposure occurred after the 2nd
hour of the 1st scotophase. The calling behavior was characterized by the exposure of the
pheromone gland of the females of T. arnobia and the approaching of the males towards
the emitting source of the pheromone. For the characterization of the structural
morphology of the sensilla in the antennae of females and males of T. arnobia, scanning
electron microscopy was used. In total, six types of sensilla were identified in antennae
of females and males of T. arnobia, characterized in trichoid, squamiform, caetic,
basiconic, celoconic and styloconic. The antennae of female and male T. arnobia have
different structural morphology of sensilla. The trichoid sensilla are the most abundant,
mainly in the antennae of T. arnobia males, indicating that they can respond to stimuli
from chemical substances, since these sensilla are recognized for their sex pheromone
receptor function. The present study allows a better understanding of the chemical
communication between female and male T. arnobia, mediated by pheromonal
substances.

Keywords: defoliator caterpillar; eucalyptus; sex pheromone; calling behavior; sensory
olfactory system; scanning electron microscopy.
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1. INTRODUCAO

A comunicacdo entre machos e fémeas de insetos da mesma espécie, na maioria
das vezes, é intermediada por feromonios sexuais. O feromonio sexual € um odor que
estimula mudancgas comportamentais do sexo oposto, levando a atracdo e a aproximacéo
de machos e fémeas para o acasalamento (GULLAN & CRANSTON, 2017;
MAGALHAES et al., 2020).

Acredita-se que a maioria, ou 66%, das pesquisas desenvolvidas com feromonios
utilizam a atracdo sexual. O interesse por pesquisas com feromoénios sexuais €
principalmente pela perspectiva de uso desses compostos em taticas de controle ou
monitoramento de insetos-praga em areas agricolas e florestais (ZARBIN et al., 2009;
ANDO & YAMAMOTO, 2020).

Em Heterocera (Lepidoptera), os compostos quimicos ou feroménios sexuais, sdo
produzidos, nas mariposas, pelas fémeas, a partir de glandulas exdcrinas, também
conhecida como glandulas abdominais, que geralmente estéo localizadas entre 0 8° e 0 9°
seguimentos abdominais do inseto. A sintese dos compostos quimicos nas glandulas
feromonais pode ser continua, mas a liberacdo e percepcdo no ambiente sdo controladas
pela fisiologia dos insetos e por condi¢des climéticas e ambientais (ARIOLI et al., 2013;
MAGALHAES et al., 2020).

O comportamento sexual dos insetos desencadeado pelos feromdnios sexuais é
inicializado com a exposicdo da glandula feromonal, onde a fémea fica em posicdo de
chamamento. Ao expor as glandulas, as fémeas tendem a emitir o feromonio sexual que
quando liberado, é dissipado pelo vento, gerando uma trilha de odor que segue a direcdo
da corrente de ar. De forma geral, a percep¢do de compostos quimicos acontece em areas
especificas das antenas dos insetos, denominada sensilas, que desencadeiam uma série de
respostas comportamentais do receptor. As sensilas sdo estruturas basicas que fazem
percepcao dos estimulos ambientais cuja fungdes mecanorreceptoras, termorreceptoras,
higrorreceptoras e quimiorreceptoras, variam de acordo com a morfologia da sensila
(ARIOLI et al., 2013; NASCIMENTO et al., 2013).

Os machos, em reposta a presenga do feromoénio sexual desenvolvem uma
sequéncia de comportamentos: 1- movimentam as antenas, elevando-as; 2- Caminham

movimentando as asas; 3- iniciam um voo erratico em zigue-zague; 4- localizam a trilha
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de odor; 5- localizam a fémea; 6- uma serie de estimulos tateis e visuais séo iniciadas; 7-
a copula (ARIOLI et al., 2013).

Para Thyrinteina arnobia (Stoll, 1782) (Lepidoptera: Geometridae), Batista-
Pereira et al. (2004) descreverm o comportamento de chamamento de fémeas, indicando
o inicio da exposicédo de glandula abdominal, de coloracdo esverdeada, para a 12 hora da
12 escotofase. Porém, diversos fatores podem interferir no comportamento sexual e,
consequentemente, na liberacdo do feromonio, destacando-se o fotoperiodo, a
temperatura (NASCIMENTO, 2013) e o alimento, causando alteracdes na idade em que
as fémeas realizam o chamamento pela primeira vez e na sua periodicidade (BATISTA-
PEREIRA et al., 2004; LIMA & DELLA LUCIA 2001).

Em virtude disso, estudos complementares que busquem elucidar o
comportamento sexual de populagdes de T. arnobia sdo essenciais. Além disso, devido a
importancia das antenas no comportamento sexual, € necessario o estudo morfolégico
estrutural de sensilas antenais de T. arnobia, material ainda ndo disponivel na literatura.

Desta forma, a pesquisa tem como objetivos (i) avaliar o comportamento de
chamamento de fémeas virgens de T. arnobia; e (ii) caracterizar ultraestuturalmente as

sensilas antenais de machos e fémeas de T. arnobia.

2. MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido no Laboratério de Entomologia Agricola e Florestal
(LEAF) e no Laboratdrio de Pesquisa em Recursos Naturais (LPgRN) Laboratério de
Pesquisa em Recursos Naturais (LPgRN) do Campus de Engenharias e Ciéncias Agrarias
(CECA) da Universidade Federal de Alagoas (UFAL), no municipio de Rio Largo e no
Laboratdrio de Analise Instrumental do Departamento de Quimica do Instituto Federal de

Alagoas (IFAL), Campus Maceio.

2.1. Coleta e manutencéo de T. arnobia

Formas bioldgicas (ovos, lagartas, pupas e adultos) de T. arnobia foram coletadas
em povoamentos florestais de E. urograndis, variedade 1407 e 224, na Agropecudria
Albuquergue, no municipio de Atalaia, Alagoas, com latitude de 9° 30' 27" S e longitude
de 36° 1' 24" para inicio da criagdo estoque do Laboratorio de Entomologia Agricola e
Florestal (LEAF) do CECA-UFAL.
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Os ovos foram imersos em solucdo de sulfato de cobre a 5% durante 1 minuto,
lavados com agua destilada e acondicionados em placas de Petri contendo papel de filtro
umedecido até a eclosdo das lagartas. Apos a eclosdo, as lagartas eram acondicionadas
em gaiolas de tubos PVC com medicdo de 10 x 20 cm, sendo necessario revestir as
aberturas com tecido tipo voile. Para alimentacdo, eram oferecidas folhas de E.
urograndis em galhos, colocados em garrafas de vidro com agua, até a perda de
turgescéncia, ocorrendo assim a substituicdo por galhos novos. As pupas eram sexadas e
acondicionadas em pares nas gaiolas de tubos de PVC, revestida internamente com papel
sulfite, para emergéncia e oviposicdo dos adultos. Os adultos foram alimentados
diariamente com solucdo de mel a 10%. Os ovos eram coletados diariamente do papel
sulfite com o auxilio de tesoura e pincel (adaptado de WILCKLEN, 1996).

2.2. Observacao do comportamento sexual de T. arnobia (Chamamento)

Nos bioensaios de observacdo do comportamento de chamamento foram
utilizados um total de 54 insetos, 18 fémeas e 36 machos de T. arnobia. Os insetos foram
colocados, em estagio de pupa, em oito recipientes plasticos transparentes com
capacidade para 1,8L (150 mm x 147 mm). A tampa do recipiente continha um orificio
recoberto por tecido do tipo voile. Além dos recipientes, insetos foram colocados em um
aquario com capacidade para 6,3L (27 cm x 12 cm x 19,5 cm) coberto com papel filme
com furos. Em cada recipiente, duas fémeas para quatro machos foram adicionadas, assim
como no aquario. A lampada da sala de estudo foi adaptada e coberta por quatro camadas
de papel celofane vermelho.

As observagbes do comportamento de chamamento de fémeas de T. arnobia se
iniciou com a emergéncia dos adultos que eram alimentados com solugdo de mel a 10%.
O comportamento foi analisado através de filmagens, além de observacGes diretas e

continuas. As avaliacBes ocorreram durante a escotofase e em seis dias consecutivos.

2.3. Preparacdo da antena para Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A preparacdo das antenas para microscopia foi realizada no Laboratdrio de
Pesquisa em Recursos Naturais (LPgRN) do Campus de Engenharias e Ciéncias Agrarias
(CECA) da Universidade Federal de Alagoas (UFAL), no municipio de Rio Largo,
Alagoas. Foram utilizadas seis antenas de individuos adultos de T. arnobia, trés de

machos e trés de fémeas. As antenas foram retiradas com o auxilio de micro-tesoura de
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Jacobson e fixadas em solucéo de glutaraldeido a 2% em tampéo fosfato (0,1 M pH 7)
por 2 minutos, em seguida, foram desidratadas sendo imersas numa série de solucdes de
etanol diluido em &gua destilada com gradiente de 50%, 70%, 80%, 90% e 99% por 30
segundos em cada solucdo, e logo apds, as antenas foram acondicionadas em um tubo de

ensaio de plastico contendo etanol P.A.

2.4. Microscopia eletronica de varredura (MEV) das antenas de T. arnobia

A analise foi realizada no Laboratorio de Analise Instrumental do Departamento
de Quimica do Instituto Federal de Alagoas (IFAL), Campus Maceid. Para analise, as
antenas foram postas sob uma superficie de um papel sulfite para retirada do excesso de
etanol, posteriormente, as antenas foram fixadas separadamente nos lados dorsal e
ventral, 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 15 minutos. As
antenas foram analisadas usando um microscopio eletronico de varredura a (INCAXx-act
SN:63149/ Modelo 51-ADDO0007) obtendo as imagens a 20 kV. A identificacdo das
sensilas observadas nas andlises foram realizadas por meio de comparacdo com as
descrigdes na literatura sobre sensilas de insetos, principalmente para Ordem Lepidoptera
(AZEVEDO FILHO & PRATES JUNIOR, 2005; SANTOS et al., 2008; XIANGQUN et
al., 2014; NDOMO-MOUALEU et al., 2014; SEADA, 2015; MA et al., 2016; BAWIN
etal., 2017; SILVA et al., 2019; LIMBERGER et al., 2020).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Observacao do comportamento sexual de T. arnobia

No bioensaio de comportamento de chamamento, das 18 fémeas de T. arnobia
analisadas, apenas quatro foram observadas em posic¢do de chamamento, que consiste na
exposicao da glandula feromonal. Duas fémeas no recipiente plastico (1,8L) e duas em
aquario (6,3L). As primeiras exposic¢des da glandula abdominal ocorreram apds a 22 hora
da 1?2 escotofase.

As fémeas observadas no recipiente plastico (1,8L), realizaram o chamamento
pousando na superficie da tampa, mantendo a regido posterior do abdome distante da

superficie da tampa, assim como as asas, voltadas para o fundo do recipiente. As antenas
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foram direcionadas para a lateral da cabeca (Figura 1). Durante o inicio do chamamento,
a glandula feromonal era exposta e retraida durante um periodo até assumir a posicéo de
chamamento, com a exposi¢éo total da glandula. Apesar da observagdo da exposicéo

glandula, ndo foi observada respostas ativas dos machos.

Figura 1. Fémea de Thyrinteina arnobia Stoll (1782) (Lepidoptera: Geometridae) parada
em posicdo de chamamento, com a glandula de feromdnio evertida (porcéo final do
abdome).

Fonte: Autora, 2023.
As fémeas colocadas no aquario (6,3L), assumiram a posicdo de chamamento

pousando na superficie lateral do aquario com a cabeca orientada para cima e com as asas
abertas. As antenas das fémeas, durante a exposicdo da glandula ficaram se
movimentando para a frente e para a lateral da cabecga. As antenas dos machos ficaram
orientadas para frente da cabeca, assim que se iniciou da exposi¢do das glandulas das
fémeas de T. arnobia (Figura 2A). Os machos responderam ao chamamento, se agitando
e realizando voos erraticos, em seguida, realizando alguns pulos giratorios, logo apos, o
macho pousa na superficie do aquario com as asas em repouso (Figura 2B), em seguida,
comecga a movimentar as asas € a girar o seu corpo em direcdo a glandula exposta da
fémea (Figura 2C), quando fica em frente a glandula o macho se manteve parado (Figura
2D).
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Figura 2. Etograma do comportamento de chamamento de fémea de Thyrinteina arnobia
(Stoll, 1782) (Lepidoptera: Geometridae). Thyrinteina arnobia (lagarta-parda-do-
eucalipto). (A) fémea em posicdo de chamamento, com a glandula de feromonio evertida
(final do abdome). (B e C).

Fonte: Autora, 2023.

A posicdo adotada pela fémea de T. arnobia com a extensdo do ovipositor para a
exposicdo da glandula feromonal é uma caracteristica principal no comportamento de
chamamento de lepidopteros (TURGEON & MCNEIL, 1982; PARRA-PEDRAZZOLI
& LEAL, 2006; CASTREJON-GOMEZ, 2010).

Batista-Pereira et al. (2004) que também estudaram o comportamento de
chamamento fémeas virgens de T. arnobia sobre o efeito de trés dietas: P. guajava, E.
grandis e dieta artificial, observaram que a maioria das fémeas virgens iniciou 0
chamamento na 1?2 hora da 12 escotofase, divergindo com o presente estudo. As fémeas
estudas por Batista-Pereira et al. (2004) apresentaram duas posicdes diferentes de
chamamento. Algumas das fémeas estudadas pelos autores, pousaram na superficie lateral
da gaiola com a cabeca orientada para cima, com as asas ligeiramente abertas, semelhante
as asas da posicdo de repouso absoluto, posicdo semelhante observada no presente
trabalho quando as fémeas foram observadas no aquério, j& a posi¢ao de menor ocorréncia
observada pelos autores, foi caracterizada pela elevagdo das asas acima do abdome. As
antenas, em ambas as posic¢des, eram direcionadas lateralmente e paralelas ao bordo costal
das asas. As pernas ficaram estendidas, posicionado o abdome afastado do substrato. Nas

duas posi¢des de chamamento observadas pelos autores, os dois Ultimos segmentos
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abdominais eram totalmente protraidos até o aparecimento da glandula, mas, no inicio do
chamamento eram protraidos de forma incompleta. Fazendo assim, que a glandula ndo
fosse evertida.

Durante o comportamento de T. arnobia, foi possivel observar que, apés a
exposicao total da glandula, a fémea ao perceber a auséncia de copula, realiza uma postura
de massa de ovos inférteis (Figura 3). Esse tipo de comportamento € comum em algumas
espécies de insetos. Quando as fémeas ndo encontram um macho para o acasalamento
elas tendem a realizar postura de ovos inférteis, por ndo possuirem mecanismos para
reabsorvé-los (LESPASPI & O’NEIL 1993, TORRES et al. 1997).

Figura 3. Postura de fémeas Thyrinteina arnobia (Stoll, 1782) (Lepidoptera:
Geometridae) contendo massa de ovos inférteis.

Fonte: Autora, 2023.

3.2. Ultraestrutura da antena e tipos de sensilas de T. arnobia

A morfologia das antenas de fémeas e de machos de T. arnobia sdo
estruturalmente distintas, havendo dimorfismo antenal. A antena da fémea é filiforme
(Figura 4A). A antena do macho é bipectinada (Figura 4B e 5D). A antena filiforme é
caracterizada como uma estrutura linear semelhante a um fio ou filamento, onde, os
articulos possuem o mesmo didmetro em toda a extensdo da antena, ja a antena
bipectinada possui um filamento central com projeces laterais longas, assemelhando-se
a escama de peixe, uma pena ou a um pente. Esse dimorfismo antenal, € comum em
algumas espécies de mariposas e ja foi observado em: Automeris liberia (Cramer, 1780)
(Lepidoptera: Saturniidae), Stenalcidia grosica Schaus (Lepidoptera: Geometridae),
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Psorocampa denticulata Schaus (Lepidoptera: Notodontidae), Glena unipennaria
unipennaria (Guenée, 1857) (Lepidoptera: Geometridae), dentre outras espécies de
importancia econdmica florestal. Estudos anteriores apontam que antenas bipectinadas de
machos da ordem lepiddptera dispdem de uma area maior, permitindo assim, ter uma
maior quantidade de estruturas olfativas, quando comparada a area das antenas filiformes
das fémeas (SILVA et al., 2019; AZEVEDO FILHO & PRATES JUNIOR, 2005;
SANTOS et al., 2008).

Figura 4. Dimorfismo antenal em Thyrinteina arnobia (Stoll, 1782) (Lepidoptera:
Geometridae). Antenas de fémea @ do tipo filiforme (A). Antenas de macho & do tipo
bipectinada (B).
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Fonte: Autora, 2023.

A antena de fémeas e machos de T. arnobia é dividida, como para Insecta, em trés
segmentos principais: o escapo, o pedicelo e o flagelo. O escapo e o pedicelo s&o os dois
primeiros segmentos. O escapo é responsavel por ligar a antena a cabeca do inseto, sendo
maior quando comparado ao pedicelo, possuindo aparéncia arredondada. Na base do
escapo das antenas de fémeas e de machos notou-se a presenca das cerdas de Bohm’s
bristles. Em antenas de fémeas, além do escapo, as cerdas estdo presentes no pedicelo. O
pedicelo é o segundo segmento, mais curto quando comparado aos demais, sendo
responsavel por ligar o escapo ao flagelo (Figura 5A e 5B). O terceiro e Gltimo segmento
é o flagelo, constituido por muitos subsegmentos denominados de antendmeros (Figura
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5C e 5D). Nos antenémeros da antena de machos de T. arnobia é possivel visualizar
projecdes laterais que saem a partir do ramo principal (Figura 5D).
Figura 5. Segmentos antenais em Thyrinteina arnobia (Stoll, 1782) (Lepidoptera:

Geometridae). Antenas de fémea @ do tipo filiforme (5A e 5C). Antenas de macho & do
tipo bipectinada (5B e 5D).
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No total, seis tipos de sensilas foram observadas nas antenas de fémeas e machos
de T. arnobia, caracterizadas em: (i) tricoide (ST); (ii) esquamiforme (SEsQ); (iii) cética
(SC); (iv) basiconica (SBa); (v) coleocdnicas (SCo); e (vi) estilocdnica (SEst) (Figura 6C
até 6H). A sensilas céticas e tricoides foram divididas em trés subtipos. Os subtipos foram
classificados como longo (1), médio (I1) e curto (I11), considerando os comprimentos de

cada estrutura sensorial. As sensilas estiloconica foram divididas em dois subtipos, de
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acordo com a sua quantidade de pino regido apical da sensila, sendo a estilocénica unitaria
com um pino (SEst 1p) e as sensilas estiloconica com mais de um pino conectado (SEst
+1p).

As sensilas encontradas nas antenas de fémeas de T. arnobia séo caracterizadas
em quatro tipos, tricoide (I, 1l e II), cética (I, Il e IlI), coleocbnicas e basiconica,
distribuidas na extensdo antena. Na superficie dorsal da antena de fémea de T. arnobia,
0s antendmeros basais e centrais sdo cobertos por escamas, entretanto, constatou-se a
auséncia de sensilas nessa regido (Figura 6A e 6B). Na regido apical do flagelo da antena
de fémea de T. arnobia foi observado a presenca de sensilas tricoides (I e Il), céticas (I,
I1e 111) e coleocdnica, sendo as céticas as mais abundantes nessa regido, encontradas tanto
na superficie dorsal quanto a ventral (Figura 6C). Nos antendmeros centrais da antena, na
superficie ventral, observou-se a diminuicao de sensilas céticas (I, Il e Il), uma maior
frequéncia de sensilas tricoides (I, Il e 1) (Figura 6D até 6G) e a presenca de sensilas
basiconica (Figura 6E). Conforme foi se aproximando da base do flagelo, na superficie
ventral, notou-se novamente o aumento das sensilas céticas (I, Il e I1l) e a presenca da

sensila coleocdnica (Figuras 6H).

Figura 6. Microscopia eletronica de varredura (MEV) das antenas de fémea @ de
Thyrinteina arnobia (Stoll, 1782) (Lepidoptera: Geometridae). (A e B) antendmeros
basais e centrais da superficie dorsal; (C) superficie dorsal e ventral da regido apical do
flagelo; (D, E, F e G) antendmeros centrais da antena; (H) antenémero basais da antena.
Es: escamas; P: presenca de orificios; SCe I, SCe Il e SCe llI: sensilas céticas; ST I, ST
Il e ST IlI: sensilas tricoides; SBa: sensila basiconica; SCo: sensila coleoconica.
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As sensilas encontradas nas antenas de macho de T. arnobia séo caracterizadas
em seis tipos, sensilas tricoides (I e Il), esquamiformes, basiconica, céticas (I, Il e I1),
coleoconicas e estiloconicas, distribuidas na extensdo antena. A superficie dorsal do
flagelo, o ramo principal é coberto por escamas e tem a presenca das sensilas
esquamiforme e basiconica (Figura 7A até 7C). Nas projecdes laterais dos antenémeros
foi possivel observar tanto na superficie dorsal quanto na ventral uma grande quantidade
de sensilas tricoides (Figura 7C e 7D). Nas pontas das projecdes laterais das antenas de
macho, observou-se a presenca além de sensilas tricoides I, a presenca de sensilas céticas
(1, I e ) (Figura 7E). Nos tltimos oito antenémeros da antena de macho de T. arnobia,
as projecoes laterais torna-se ausentes, logo, diminui-se a quantidade de sensilas tricoides,
sendo |1 observada nessa regido, entretanto, observou-se a presenca de sensilas céticas (I
e 1), sensilas coleocdnicas, sensilas estilocdnicas com apenas um pino e das sensilas
estilocbnica com mais de um pino conectado (Figura 7F até 7H) sendo as sensilas céticas

| e as sensilas estiloconicas com um ou mais pino, mais frequente nessa regiéo.

Figura 7. Microscopia eletronica de varredura (MEV) das antenas de macho & de
Thyrinteina arnobia (Stoll, 1782) (Lepidoptera: Geometridae). (A e B) antendémeros
basais e centrais da superficie dorsal; (C) superficie dorsal e ventral flagelo da antena; (D
e E) superficie ventral das ramificacbes dos antendmeros; (F e G) superficie dorsal e
ventral dos antendmeros apicais; (H) sensilas estilocénica. Es: escamas; SBa: sensila
basiconica; P: presenca de orificios; SEsq: sensila esquamiforme; SCe I, SCe Il e SCe III:
sensilas céticas; ST: sensilas tricoides; SCo: sensila coleoconica; SEst 1p: estilocdnica
unitaria com um pino; SEst +1p: sensilas estilocdnica com mais de um pino conectado.
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As cerdas Bohm’s bristles, foram observadas na regido basal do escapo da antena
de fémea e macho de T. arnobia. S&o estruturas comuns, encontradas em algumas
espécies de mariposas como em Automeris liberia (Cramer, 1780) (Lepidoptera:
Saturniidae), Ectropis obliqua Prout 1915 (Lepidoptera: Geometridae), Tuta absoluta
(Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae), Sitotroga cerealella Oliver, 1789 (Lepidoptera:
Gelechiidae), Plutella xylostella Linnaeus, 1758 (Lepidoptera: Plutellidae) e algumas
espécies de borboletas como Parnara guttata (Bremer & Grey), Parnara bada (Moore),
Pelopidas mathias (Fabricio) e Pelopidas agna (Moore) (Lepidoptera, Hesperiidae). As
cerdas de Bohm’s bristles sdo caracterizadas como estruturas que se assemelham a
espinhos, com superficies lisas e sempre estdo agrupadas nas regides basais do escapo ou
do pedicelo (Figura 5A e B) (SILVA et al., 2019; XIANGQUN et al., 2014; MA et al.,
2016). Séo ainda, apontadas como mecanorreceptoras, responsaveis por mediar o
movimento e 0 posicionamento da antena, através da atividade desempenhada pelos
musculos da antena em conjunto como o estimulo sensorial (SILVA et al., 2019).

As sensilas tricoides foram as mais abundantes, observadas em antenas de ambos
0s sexos de T. arnobia, Nas fémeas, trés subtipos de sensilas tricoides foram encontradas
na extensdo do flagelo: sensila tricoide | (ST I) com comprimento mais longo, sensila
tricoide Il (ST 1) com o comprimento médio e a sensila tricoide Il (ST Ill) que
apresentavam o comprimento mais curto (Figura 6D). Ja na antena do macho de T.
arnobia tem a presenca de dois subtipos de sensilas tricoides (I e 1), a tipo ST | foram
encontradas, principalmente nas projecdes laterais da antena bipectinada, em grandes
quantidades (Figura 7C-E), ja a ST 1l, se encontaram nos antendémeros apicais da antena
(Figura 7F e G). As sensilas tricoides ja foram observadas em diversas espécies da ordem
lepidoptera tais como A. liberia, E. obliqua, T. absoluta, Plodia interpunctella (Hubner,
1813) (Lepidoptera: Pyralidae), Ascia monuste (Linnaeus) (Lepidoptera: Pieridae) e
Spodoptera littoralis (Boisd) (Lepidoptera: Noctuidae) (SILVA et al., 2019; MA et al.,
2016; NDOMO-MOUALEU et al., 2014; BAWIN et al., 2017; LIMBERGER et al.,
2020; SEADA, 2015) sendo também, apontadas como as mais numerosas quando
comparada as demais sensilas antenais.

As sensilas tricoides sdo caracterizadas como estruturas que se assemelha a um
pelo ou a um cabelo, que afunila-se apicalmente (Figura 6E e 7E). Estudos anteriores
relatam que as sensilas tricoides tem a funcdo quimiorreceptora, podendo realizar a

quimiorrecepcao de contato (ou gustativa) e quimiorrecepcao distante (ou olfatoria). Séo
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estruturas multiporasas, associadas principalmente na detec¢do de feroménios sexuais
(XIANGQUN et al., 2014; SEADA, 2015; SILVA et al., 2019).

Jing et al (2019) realizaram um estudo para verificar o mecanismo de detecgéo de
feromonios sexuais feminino através de sensilas tricoides de antenas machos de Ectropis
grisescens Warren 1894 (Lepidopotera: Geometridae) e E. obliqua (Lepidoptera:
Geometridae). As sensilas tricoides das duas espécies foram subdivididas em trés tipos,
de acordo com suas respostas aos feromonios sexuais. Segundo 0s autores, as sensilas
tricodes de ambas as espeécies responderam de forma semelhante a todos componentes de
feromonas sexuais. O tipo de sensila tricoide | respondeu especificamente a Z3,ep06,Z9-
18:H. O tipo de sensila tricoide Il respondeu a Z3,ep06,Z29-18:H e Z3,26,79-18:H e o
tipo de sensila tricoide 111 respondeu a Z3,ep06,Z9-18:H.

As sensilas céticas observadas nas antenas de fémea de T. arnobia encontraram-
se distribuidas principalmente no ultimo seguimento apical do flagelo, caracteristica
também observada em antenas de fémeas de S. littoralis e A. liberia (SEADA, 2015;
SILVA et al., 2019) além disso, as sensilas céticas foram encontradas na regido basal do
flagelo de antenas de fémeas de T. arnobia, ja em antenas de machos, as sensilas céticas
sdo encontradas nas pontas das ramificacdes laterais do flagelo e na regido apical do
flagelo, corroborando com o que foi observado em A. liberia (SILVA et al., 2019).

As sensilas céticas sdo caracterizadas morfologicamente por terem uma cavidade
na base, base larga, serem retas, pontiagudas na extremidade distal, por possuir sulcos
longitudinais ao longo da sua superficie e ter tamanhos variaveis (Figuras 6G-H e 7G).
De maneira geral, os estudos relatam que as sensilas céticas estdo relacionadas a fungdes
mecanoreceptoras, entretanto, alguns estudos apontam que essas sensilas podem também,
ter funcdes quimiorreceptoras, quando se tem a presenca de poros (SEADA, 2015;
SILVA et al., 2019).

As sensilas basiconicas (SBa) foram observadas tanto em antenas feminina quanto
nas masculina, na superficie dorsal da antena entre as escamas (Figura 6E e 7A). A SBa
é relatada em antenas de diversas espécies da ordem lepidoptera, como por exemplo em
antenas de machos e fémeas de A. liberia e em antenas de fémeas de S. littoralis.
Morfologicamente, as SBa se assemelham as sensilas céticas, entretanto, ndo apresentam
uma cavidade basal e sua extremidade distal é curvada. Alguns estudos apontam que as
sensilas basiconicas podem apresentar funcdo olfativa, entretanto, outros trabalhos as

descrevem como sensilas que apresentam poros que permitem a entrada de odores,
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podendo estar relacionadas a reconhecer substancias feromonais (SEADA, 2015; SILVA
etal., 2019).

As sensilas coleoconica (SCo) foram identificadas na antena de ambos 0s sexos
de T. arnobia, sendo em maior quantidade nas antenas de macho, encontradas apenas na
superficie ventral da antena. Na antena da fémea de T. arnobia foi observada em apenas
em dois antendmeros a presenca da sensila colecOnica, na regido distal e proximal do
flagelo, ja em machos, as SCo foram observadas na regido distal do flagelo, ja em machos,
as SCo foram observadas na regido distal do flagelo. Em antenas de E. obliqua, as SCo
ocorreram na superficie ventral dos antendmeros de ambos os sexos (MA et al., 2016),
assim como em T. arnobia. Em A. liberia, as sensilas coleconica foram observadas na
superficie dorsal e ventral das antenas masculina e feminina, geralmente dispersas nos
antenbmeros até a parte final da antena (SILVA et al., 2019) diferindo da distribuicédo das
sensilas coleoconicas em T. arnobia.

As sensilas coleoconicas séo curtas, retas, e estdo localizadas de uma cavidade
rodeada por escamas, que se assemelha a uma flor (Figura 7G). As sensilas coleocdnicas
tem funcdo olfativas, cuja as moléculas odoriferas penetram a sua superficie cuticular
enrugada, estdo associadas também, a funcdo de termorrecepc¢do e deteccdo de volateis
de plantas hospedeiras para servir de local de ovoposicdo (SILVA et al., 2019; SEADA,
2015).

As sensilas esquamiformes (SEsq) foram encontradas na apenas na superficie
dorsal do ramo principal das antenas de machos de T. arnobia (Figura 7A). As sensilas
esquamiformes sdo comuns em lepiddpteras, ja foram observadas em S. littoralis, A.
liberia, Erannis ankeraria Staudinger (Lepidoptera: Geometridae), P. guttata, P. bada,
P. Mathias, P. agna e E. obliqua (SEADA, 2015; SILVA et al., 2019; LIU et al., 2019;
XIANGQUN et al., 2014; MA et al., 2016). As sensilas esquamiformes se assemelham
com as escamas mas sdo alongadas, estreitas, planas, com ranhuras longitudinais em sua
superficie e afunilada na extremidade distal (Figura 7B) (SILVA et al., 2019;
XIANGQUN et al., 2014). Para Seada (2015) estas sensilas estdo associadas a fungéo
mecanorreceptora nos insetos.

As sensilas estiloconica (SEst) foram observadas na regido apical do flagelo de
machos de T. arnobia (Figura 7C, F e G) na superficie ventral da antena. As sensilas
estiloconica ja foram descritas nas antenas de alguns lepiddpteros, estando presentes nas

antenas de machos e fémeas de A. liberia e E. obliqua. Em S. littoralis, contatou-se a
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presenca de SEst em antenas de fémeas (SILVA et al., 2019; MA et al., 2016; 2019;
SEADA, 2015). As sensilas estiloconica séo caracterizadas como estruturas robustas,
lisas com extremidade cOnica apresentando um Unico pino ou dois pinos na mesma
estrutura (Figura 7H). Estudos anteriores, apontam que as SEst podem desempenhar
funcBes termorreceptora e hidrorreceptora, nos quais o dendrito ndo ramificado presente
no interior da sensila é sensivel a umidade fazendo com que a mesma seja capaz de
detectar mudancas de umidade, j& o dendrito lamelado, € capaz de captar as variacGes de
temperatura do ambiente (SILVA et al., 2019; MA et al., 2016).

De maneira geral, as funcdes das sensilas antenais de insetos variam de acordo
com a sua estrutura e conforme as suas respostas fisiol6gicas/comportamentais (SEADA,
2015).

Em relacdo ao comprimento e largura (um) dos diferentes tipos de sensilas de
machos e fémeas de T. arnobia, ndo foram observadas diferencas estatisticas para nenhum
tipo de sensilas presentes em ambos 0s sexos. Porém para o comprimento de diferentes
sensilas em fémea, as sensilas céticas | foram consideradas as de maior comprimento,
seguidas por céticas Il, tricoides | e basiconicas. Para o comprimento de diferentes
sensilas para machos as sensilas céticas | foram as mais compridas diferindo com as
demais. Para os ambos sexos as cerdas de Bohm’s britles apresentaram-se entre as
sensilas mais curtas. Em relacdo a largura de diferentes sensilas em fémea, as sensilas
céticas | foram consideradas as mais largas seguidas de sensilas basiconicas e céticas Il.
Para a largura de diferentes sensilas para machos as sensilas estiliconicas +1p foram

consideradas as sensilas mais largas, seguidas das sensilas céticas | (Tabela 1).

Tabela 1. Comprimentro e largura (um) (Média£EP) dos diferentes tipos de sensilas em
antenas de fémeas e machos de Thyrinteina arnobia (Stoll, 1782) (Lepidoptera:
Geometridae).

Sensilas Comprimento (um) Largura (um)

Fémea Macho Fémea Macho
Basiconica 54,59+3,08 aB 55,24+7,73 aBC 6,82+0,28 aB 4.47+0,77 aBCD
Cerdas de 20,53+3,20 aC 16,12+2,88 aD 3,37+0,19 aC 3,38+ 0,43 aCD
Bohm’s Bristles
Céticas | 126,09+15,00 aA 111,02+15,06 aA 9,71+0,72 aA 6,96+1,45 aAB
Céticas Il 58,88+4,35 aB 50,52+1,82 aBC 5,97+0,78 aB 5,53+0,22 aBC

Ceticas 111 23,29+6,21 aC 24,73+5,42 aCD 4,22+0,44 aC 3,57+0,45aCD
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Tricdides | 61,10+7,10 aB 55,05+2,37BC 3,25+0,51 aC 2,13+0,25 aD
Tricoides I 28,37+3,48 aC 32,69+2,39 aCD 2,63+0,14 aC 1,85+0,15 aD
Tricdides I11 15,24+1,09 C - 2,27+0,52 C -
Esquamiforme - 68,00+£5,91B - 3,06+0,31CD
Estiloconica 1p - 32,20+5,43CD - 5,40+0,22BC
Estilocbnica +1p - 34,79+3,12CD - 8,62+1,16 A

Médias+EP seguidas de letras iguais mindscula nas linhas e maiusculas nas colunas néo apresentam diferenga
estatistica seguindo o teste de Tukey a 5%. Fonte: Autora, 2023.

4, CONCLUSOES

Fémeas de T. arnobia provenientes do estado de Alagoas iniciam o comportamento
de chamamento a partir da segunda hora da primeira escotofase.

Antenas de fémeas e machos T. arnobia além de apresentarem um dimorfismo
antenal, apresentam uma morfologia estrutural de sensilas distintas.

As antenas de fémeas de T. arnobia séo caracterizadas com a presenca de trés
subtipos de sensilas tricoides, trés subtipos de céticas, sensilas coleocénicas, sensilas
basiconicas e de cerdas de B6hm’s bristles.

As antenas de machos sao caracterizadas com a presenca de dois subtipos de sensilas
tricoides, trés subtipos de sensilas céticas, sensilas coleocdnicas, sensilas basiconicas,
sensilas esquamiformes, estiloconicas e de cerdas de Bohm’s bristles.

As sensilas tricoides 111 foram presentes apenas em antenas de fémeas de T. arnobia,
ja as sensilas esquamiformes e estiloconicas foram encontaradas apenas em antenas de
machos de T. arnobia.

As sensilas tricoides sdo as mais abundantes, principalmente nas ramificacoes
laterais das antenas de machos, indicando que as mesmas podem responder aos estimulos
de subtancias quimicas, ja que, essas sensilas sdo reconhecidas por sua funcéo receptora
de feromonios sexuais.

A caracterizacdo do comportamento de chamamento e da morforlogia ultraestrutural
de sensilas antenais de T. arnobia realizada neste estudo permite uma maior compreensdo
da comunicacdo quimica entre fémea e machos de T. arnobia, mediada por substancias

feromonais.
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CAPITULO Il — ESTUDO CROMATOGRAFICO E BIOATIVIDADE DE
EXTRATOS DE GLANDULAS ABDOMINAIS DE Thyrinteina arnobia (STOLL,
1782) (LEPIDOPTERA: GEOMETRIDAE) NO ESTADO DE ALAGOAS.

RESUMO

A lagarta desfolhadora Thyrinteina arnobia (Stoll, 1782) (Lepidoptera: Geometridae) é
citada como o lepiddptero mais importante para a eucaliptocultura no pais, sendo
frequentemente relatada por acasionar danos em povoamentos florestais, evidenciando a
importancia do estudo de métodos de manejo e monitoramento, a exemplo do controle
comportamental, através do uso de feroménios. Portanto, 0s objetivos desse capitulo
foram: (i) isolar e identificar possiveis substancias feromonais de extratos de glandulas
abdominais de fémeas virgens de T. arnobia coletadas em povoamentos florestais de
eucalipto no estado de Alagoas; e (ii) verificar a atividade bioldgica das substancias
feromonais de extratos de glandulas abdominais de T. arnobia, através de
eletroantenografia acoplada a cromatografia gasosa (CG-EAG). Para o preparo dos
extratos de glandulas abdominais, foram utilizadas 10 fémeas virgens provenientes de
Alagoas com 24-48h de idade. As glandulas foram isoladas e retiradas com auxilio de
tesoura de dissecacdo e imersas em 1 mL de solvente hexano por 20min, em seguida 0s
extratos foram filtrados com 1a de vidro, colocados em um vial e acondicionados em
freezer (-20°C) até a utilizagdo. As amostras dos extratos de glandulas abdominais de
fémeas de T. arnobia foram analisadas por cromatografia gasosa com detector de
ionizagdo de chamas (GC-FID), utilizando a coluna capilar NST-05. Os extratos de
glandulas abdominais de fémeas virgens de T. arnobia foram analisados, comprovando
sua bioatividade, utilizando Cromatografia Gasosa acoplada a Eletroantenograma (CG-
EAG) via 0 método “puff”. Através dos dados obtidos pelo GC-FID dos extratos foi
possivel identificar uma quantidade significativa de possiveis compostos. No perfil
cromatografico do extrato de glandulas abdominais em fémeas de T. arnobia provenientes
de Alagoas, foi detectado um total de 23 picos, contudo, foi possivel identificar 19
possiveis compostos. Em relacdo a bioatividade das substancias feromonais de extratos
de gléndulas abdominais de fémeas de T. arnobia, observou-se que as respostas
eletroantenogréaficas de antenas de machos submetidas ao extrato feromonal T. arnobia
foram significativamente melhores quando comparado ao estimulo do hexano (controle).
A bioatividade do extrato de glandulas feromonais de T. arnobia sobre antenas de machos
coespecificos, sugere que o mesmo pode ser utilizado para o desenvolvimento de taticas
de controle comportamental em estudos futuros.

Palavras-chave: lagarta desfolhadora; eucalipto; fermoénio sexual; Manejo Integrado de
Pragas.
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CHROMATOGRAPHICAL STUDY AND BIOACTIVITY OF EXTRACTS
FROM ABDOMINAL GLANDS OF Thyrinteina arnobia (STOLL, 1782)
(LEPIDOPTERA: GEOMETRIDAE) IN THE STATE OF ALAGOAS.

ABSTRACT

The defoliating caterpillar Thyrinteina arnobia (Stoll, 1782) (Lepidoptera: Geometridae)
Is cited as the most important lepidopteran for eucalyptus crops in the country, being
frequently reported to damage forest stands, highlighting the importance of management
and monitoring methods, e.g., the behavioral control, using pheromones. Therefore, the
objectives of this chapter were: (i) to isolate and identify possible pheromonal substances
from extracts of abdominal glands of virgin females of T. arnobia collected in eucalyptus
forest stands in the state of Alagoas; and (ii) verify the biological activity of pheromonal
substances from extracts of abdominal glands of T. arnobia, through electroantenography
coupled to gas chromatography (GC-EAG). For the preparation of abdominal gland
extracts, 10 virgin females from Alagoas with 24-48 hours of age were used. The glands
were isolated and removed using dissecting scissors and immersed in 1 mL of hexane
solvent for 20 minutes, then the extracts were filtered with glass wool, placed in a vial
and stored in a freezer (-20°C) until use. Samples of extracts from abdominal glands of T.
arnobia females were analyzed by gas chromatography with flame ionization detector
(GC-FID), using capillary column NST-05. The extracts of abdominal glands from virgin
females of T. arnobia were analyzed, proving their bioactivity, using Gas
Chromatography coupled to Electroantenogram (GC-EAG) via the “puff’ method.
Through the data obtained by the GC-FID of the extracts, it was possible to identify a
significant number of possible compounds. In the chromatographic profile of the extract
of abdominal glands in T. arnobia females from Alagoas, a total of 23 peaks were
detected, however, it was possible to identify 19 possible compounds. Regarding the
bioactivity of pheromonal substances from extracts of abdominal glands of T. arnobia
females, it was observed that the electroantenographic responses of male antennae
submitted to the pheromonal extract of T. arnobia were significantly better when
compared to the hexane stimulus (control). The bioactivity of the extract of T. arnobia
pheromonal glands on the antennae of conspecific males suggests that it can be used for
the development of behavioral control tactics in future studies.

Keywords: defoliator caterpillar; eucalyptus; sex fermone; Integrated Pest Management;
biological activity.
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1. INTRODUCAO

O aumento do consumo de produtos florestais tem impulsionado o crescimento
dos programas de reflorestamento e implantacao de povoamentos florestais no Brasil com
espeécies de alta produtividade e ciclo de corte relativamente curto. Dentro desse contexto,
as espécies do género Eucalyptus se destacam como as mais cultivadas no pais por
apresentarem grande importancia comercial, em razdo aos diversos produtos obtidos
(CALDEIRA et al., 2015; GONCALVES et al., 2015).

Com a expansdo gradativa das areas cultivadas com espécies do género
Eucalyptus no Brasil, constata-se também um aumento expressivo de problemas
fitossanitarios entomoldgicos, devido, certamente, as condi¢des propicias apresentadas
pelos monocultivos no processo de estabelecimento de surtos populacionais de insetos.
Atualmente, um dos principais problemas entomol6gicos encontrados na eucaliptocultura
diz respeito particularmente a adaptacdo de espécies nativas a esses novos habitats que
apresentam uma grande disponibilidade de fonte alimentar. Um dos insetos que se destaca
como o principal lepidéptero desfolhador do eucalipto é Thyrinteina arnobia (Stoll, 1782)
(Lepidoptera: Geometridae) também conhecida como lagarta-parda do eucalipto. No
processo de desfolha, T. arnobia afeta o desenvolvimento da cultura reduzindo a area
fotossintetizante (COSTA & GARLET, 2015).

Devido a grande extensdo dos plantios e a altura das arvores, o controle das
lagartas desfolhadoras em florestas de eucalipto torna-se complexo. Atualmente, os
métodos empregados para 0 manejo de lagartas e pupas de T. arnobia sdo: (i) o controle
mecanico, através da catacdo manual; (ii) o controle bioldgico natural, com as espécies
da familia Tachinidae; (iii) o controle bioldgico aplicado, através da liberacdo de
percevejos predadores da familia Pentatomidae, do endoparasitoide exético de pupas
Tetrastichus howardi OIlliff (Hymenoptera: Eulophidae), e dos parasitoides Trichospilus
diatraeae (Cherian & Margabandhu, 1942) (Hymenoptera: Eulophidae), Palmistichus
elaeisis Delvare & LaSalle, 1993 (Hymenoptera: Eulophidae), além da pulverizacdo da
bactéria Bacillus thuringiensis (Bt) (Dipel); e (iv) controle quimico, com o uso dos
inseticidas quimicos Decis 25 CE (deltametrina) e Tebufenozida (diacilhidrazina:
acelerador de ecdise) (BATISTA-PEREIRA, 2007; COSTA & GARLET, 2015,
AGROFIT, 2022). Porém, para 0 manejo de adultos de T. arnobia, as taticas utilizadas
séo limitadas ao controle mecanico-fisico, realizado através da instalacdo de armadilhas

luminosas providas de luz negra para atragéo de adultos.
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Em razdo da importancia econémica de T. arnobia para eucalipcultura, novas
taticas de controle e monitoramento estdo sendo propostas, a exemplo do controle
comportamental, através do uso de feromdnios sexuais. Em estudos anteriores, Moreira
et al. (2013) isolando glandulas abdominais de fémeas virgens obtiveram respostas
eletroantenogréaficas em antenas de machos de T. arnobia, sugerindo a estrutura do 3,4-
epoxi-6,9-eneicosadieno como componente majoritario do feromonio sexual. Porém, para
a proposicdo de futuras formulagGes comerciais, a verificagdo e confirmacdo da
bioatividade de componentes feromonais devem ser realizadas. De forma geral,
componentes majoritarios podem apresentar sintese demorada e economicamente
invidvel, fazendo-se necessario o estudo de outros componentes do feroménio sexual e/ou
rotas sintéticas alternativas.

Portanto, os objetivos desse capitulo foram: (i) isolar e identificar possiveis
substancias feromonais de extratos de glandulas abdominais de fémeas virgens de T.
arnobia coletadas em povoamentos florestais de eucalipto no estado de Alagoas; e (ii)
verificar a atividade bioldgica das substancias feromonais de extratos de glandulas
abdominais de T. arnobia, através de eletroantenografia acoplada a cromatografia gasosa
(CG-EAQG).

2. MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi conduzida no Laboratério de Entomologia Agricola e Florestal
(LEAF) e no Laboratério de Pesquisa em Recursos Naturais (LPqRN) do Campus de
Engenharias e Ciéncias Agrarias (CECA) da Universidade Federal de Alagoas (UFAL),
no municipio de Rio Largo, Alagoas.

2.1.  Criacdo de Thyrinteina arnobia

Foram coletadas formas bioldgicas (ovos, lagartas, pupas e/ou adultos) de T.
arnobia em plantios de Eucalyptus urograndis, variedades 1407 e 224, na Agropecuaria
Albuquergue, no municipio de Atalaia, Alagoas, 9° 30' 27" S e 36° 1' 24" W, sendo essas
transportadas para o Laboratério de Entomologia Agricola e Florestal (LEAF). Os ovos
T. arnobia foram imersos em solugdo de cobre (CuSO4) durante 10 segundos,
posteriormente lavados com agua destilada (para evitar contaminacdes) e acondicionados

em placas de Petri, contendo papel de filtro umedecido até a eclosdo das lagartas. Apos a
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eclosdo, as lagartas eram acondicionadas em gaiolas de tubos PVVC com medicéo de 10 x
20 cm, sendo necessario revestir as aberturas com tecido tipo voile. Para alimentacéo,
eram oferecidas folhas de E. urograndis em galhos, colocados em garrafas de vidro com
agua, até a perda de turgescéncia, ocorrendo assim a substituicdo por galhos novos. As
pupas eram sexadas e acondicionadas em pares nas gaiolas de tubos de PVC, revestida
internamente com papel sulfite, para emergéncia e oviposi¢do dos adultos. Os adultos
foram alimentados diariamente com solugdo de mel a 10%. Os ovos eram coletados

diariamente do papel sulfite com o auxilio de tesoura e pincel.

2.2.  Extragdo do feromonio sexual

Para o0 estudo quimico de substancias feromonais de T. arnobia, especificamente
para preparo de extratos de glandulas abdominais, foram utilizadas 10 fémeas virgens
com 24-48h de idade. A extracédo foi realizada em uma sala com fotoperiodo invertido,
priorizando as primeiras horas do comportamento de chamamento de T. arnobia, no
periodo inicial de escotofase (BATISTA-PEREIRA et al., 2004). As glandulas das fémeas
foram retiradas com auxilio de tesoura de dissecacéo e, em seguida, imersas em 1 mL de
solvente hexano por 20min. Apos esse processo, os extratos foram filtrados com 1a de
vidro, utilizando uma pipeta de pasteur de vidro no procedimento, onde foram

acondicionados em um vial e armazenados em freezer (-20°C) até a utilizacao.

2.3.  Andlise quimica dos extratos das glandulas abdominais

Os extratos obtidos foram analisados por cromatografia gasosa com detector de
ionizacdo de chamas (GC-FID), utilizando a coluna capilar NST-05. Para a anélise dos
extratos foi necessario, inicialmente, realizar o aquecimento do equipamento em uma
temperatura de 50°C durante 5 minutos, a 8°C/min, até atingir 280°C (mantido nesta
temperatura por 10 minutos). O volume de inje¢do dos extratos foi de 3 uL, onde 0 gas
hélio foi empregado como gas de arraste, sendo esse responsavel pelo transporte das
amostras por meio da coluna de cromatografia gasosa. Todos os picos foram observados
e comparados com padrdes de alcanos C13 e C7-C30, com essa comparacao foi possivel
calcular os respectivos Indices de Kovats (IKs) e identificar, através do banco de dados
do Pherobase, os possiveis compostos de glandulas abdominais de fémeas virgens de T.

arnobia.
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2.4. Bioatividade em cromatografia gasosa acoplada a eletroantenograma (CG-

EAG)

Os extratos de glandulas abdominais de fémeas virgens de T. arnobia foram
analisados, comprovando sua bioatividade, utilizando Cromatografia Gasosa acoplada a
Eletroantenograma (CG-EAG). Com o auxilio de uma pinca entomologica, antenas de
machos foram cuidadosamente retiradas. A extremidade da antena foi fixada sobre um
eletrodo de platina contendo uma fina camada de gel condutor (Signa gel, Parker
Laboratories, Inc., Fairfield, EUA), a fim de permitir a passagem da corrente elétrica.

Em seguida, as antenas dos machos receberam pulsos de ar contendo hexano,
como forma de controle. Foi injetado 10uL da amostra de glandulas abdominais de T.
arnobia testadas sobre um papel de filtro (2,0 cm x 1,0 cm) inserido em uma pipeta de
pasteur de vidro e conectado ao sistema gerador de pulsos (“Puff”) (StimulusController,
Type CS-55,Syntech). No total, 12 antenas foram testadas, recebendo estimulos dos
tratamentos hexano e extrato, sequencialmente. Os dados foram submetidos a anélise de

variancia (ANOVA) e médias foram comparadas pelo teste ta 5 % de probabilidade.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Analise quimica dos extratos das glandulas abdominais de Thyrinteina
arnobia

Através dos dados sugeridos pelo GC-FID dos extratos obtidos de fémeas virgens

de T. arnobia foi possivel identificar uma quantidade significativa de possiveis compostos

em glandulas abdominais de fémeas virgens coletadas em Alagoas. No perfil

cromatografico do extrato de glandulas abdominais em fémeas de T. arnobia provenientes

de Alagoas, foi detectado um total de 23 picos, contudo, foi possivel sugerir 19 possiveis

compostos (Figura 1 e Tabela 1).
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Figura 1. Cromatograma do extrato de glandulas de fémeas virgens de Thyrinteina
arnobia (Lepidoptera: Geometridae) de Alagoas.
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Fonte: Autora, 2023.

Os extratos de glandulas de fémeas virgens de T. arnobia sdo basicamente
constituidos por substancias pertencentes a classe dos alcanos, alcoois, aldeidos, &cidos
carboxilicos, esteroides, entre outros (Tabela 1). Na ordem Lepidoptera, os feromdnios
sexuais apresentam estruturas quimicas variadas, reflexo da diversidade dessa ordem.
Além da variagdo estrutural, a diversidade de feromdnios sexuais da ordem Lepidoptera
é gerada pela mistura ou um blend de compostos quimicos, misturas essas, fundamentais
e Unicas para cada espécie, com fungdes especificas. O blend dessas substancias quimicas
¢ composto basicamente por acetatos, alcodis e aldeidos, variando entre as espécies.
Porém, as misturas dos feromonios ndo sdo apenas baseadas em combinacdes de
diferentes compostos, mas também das proporcdes desses compostos na mistura (LIMA
& DELLA LUCIA, 2001; ANDO et al., 2004; ANDO & YAMAMOTO, 2020).

Tabela 1. Possiveis compostos sugeridos em glandulas abdominais de fémeas virgens de
Thyrinteina arnobia (Stoll, 1782) (Lepidoptera: Geometridae) proveniente do estado de
Alagoas.

IK* Cal. Compostos organicos volateis (COV’s)
768 Pentan-1-ol
770 Toluene
776 Paraldehyde
783 (2)-2-Penten-1-ol
800 (2)-3-Hexenal
917 2,3-Dimethylpyrazine
984 endo-Bicyclo[2.2.1]heptan-2-ol
984 Methoxymethyl-benzene

984 Octan-3-one
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986 1-1sopropyl-4-methyl-1-cyclohexene

986 1-Methylpiperidine

1314 2-Methyl-5-(1-methylethyl)-phenol

1330 Hexyl 2-methyl-2-butenoate

1503 1,2,3,5,6,7,8,8alpha-Octahydro-1,8alpha-dimethyl-7-(prop-1-en-2-yl)-
naphthalene

1675 1,2,5,7-Tetramethylnaphthalene

1675 Hexyl 2-hydroxybenzoate

1960 Pimara-8(14),15-diene

2139 2,3,8-Trichlorodibenzofuran

2169 Phenyl-3-nitrophenylacetic acid methyl ester

2265 1,3,4,6-Tetrachlorodibenzofuran

2502 1,2,4,6,9-Pentachlorodibenzofuran

2583 1,2,3,8,9-Pentachlorodibenzofuran

2702 8,9-Benzofluoranthene

2903 Silafluofen

*Indices de Kovats (IK) para coluna NST-05. Fonte: Autora, 2023.

Através das analises dos extratos de glandulas abdominais de fémeas virgens de
T. arnobia de Alagoas nao foi possivel identificar o esterecisomero do 3,4-epoxi-6,9-
eneicosadieno, componente majoritario do feromonio sexual da populacéo de T. anobia
de S&o Paulo citado por Moreira et al. (2013). Alguns estudos apontam que pode ocorrer
diferencas na composicdo do feromdnio de insetos da mesma espécie, principalmente em
mariposas, quando as populacdes estudadas sdo de regides geograficamente distintas.

Batista-Pereira et al. (2006) encontraram essas diferencas em populacbes de
Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) do Brasil, da Europa e da América do
Norte. Explicando o porqué de iscas de feromonios sexuais provenientes de outras regides
néo serem eficazes no controle de populagdes de S. frugiperda brasileiras.

O feromonio sexual da lagarta-elasmo Elasmopalpus lignosellus (Zeller, 1848)
(Lepidoptera: Pyralidae), inseto-praga ja registrado em mais de 60 espécies vegetais foi
isolado e identificado pela primeira vez em 1984 em Tifton, nos Estados Unidos. Foram
identificados dez compostos presentes nas glandulas feromonais das fémeas, sendo
apenas quatro compostos responsaveis pela atracdo de machos no campo. A partir do
sucesso do controle da lagarta a mistura desses compostos passou a ser utilizada no
monitoramento da E. lignosellus no México e na Fldrida. Entretanto, ao ser testada no
Brasil, a mistura ndo atraiu 0s machos desta espécie. Diante disso, pesquisas com duas
populactes de E. lignosellus foram desenvolvidas, uma em Minas Gerais e outra em
Goiés, os estudos comprovaram que a mistura feromonal das popula¢des eram diferentes

entre si e entre a populagdo americana de E. lignosellus (LYNCH et al., 1984;
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FUNDERBURK et al. 1985; LOERA & LYNCH, 1987; PIRES et al., 1992; JHAM et al.,
2005, 2007). Em virtude disso, Jnam et al. (2007) sugeriram que as diferencas feromonais
na mesma espéecie em populagoes diferentes podem ter ocorrido devido ao polimorfismo
ou o surgimento de uma subespécie do inseto estudado.

Vale ressaltar, que estes estudos sdo fundamentais para a descoberta das variacdes
desses compostos sobre diferentes populacgdes, fazendo com que os feromonios sexuais
sejam utilizados de maneira correta nos Programas de Manejo Integrado (MIP). Ainda
sdo poucos os trabalhos desenvolvidos relacionados as variagdes dos compostos de
inseto-pragas no Brasil, sendo necessario serem investigados para a sua elucidacéo.

A partir das andlises dos extratos do presente trabalho foi possivel sugerir
possiveis compostos quimicos em glandulas abdominais de fémeas virgens de T. arnobia
de Alagoas, entretanto, ndo ha informacdes ou relatos na literatura destes sendo
produzidos por insetos da ordem Lepidoptera ou de qualquer outra ordem.

Os resultados obtidos s&o iniciais e fundamentais para 0 melhor entendimento de
uma possivel variagdo na composi¢do quimica dos feromonios sexuais de T. arnobia, com
a perspectiva de desenvolver novas ferramentas e produtos para o controle
comportamental de T. arnobia em povoamentos de Eucalyptus spp. e, consequentemente,

a consolidacéo do Manejo Integrado de Pragas Florestais (MIP Floresta).

3.2.Estudos eletrofisiologicos
No estudo eletroantenografico do tipo “puff” realizado com extratos de glandulas
abdominais de fémeas virgens frente as antenas de machos de T. arnobia, demostraram
que as antenas dos machos apresentaram respostas de atratividade mais significativas ao
extrato das glandulas abdominais de fémeas, quando comparado ao estimulo do hexano

(o controle) (Figura 2).
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Figura 2. Resposta eletroantenogréfica de machos de Thyrinteina arnobia (Stoll, 1782)
(Lepidoptera: Geometridae), via método “puff’, submetidas a extrato de glandula
abdominal de fémeas e a hexano (controle).
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Fonte: Autora, 2023.

A bioatividade do extrato de glandulas feromonais de T. arnobia sobre antenas de
machos coespecificos, sugere que o mesmo pode ser utilizado, em estudos futuros.
Segundo Thomazini (2009), a eletroantenografia permite aos pesquisadores identificar se
0S compostos presentes nos extratos geram ou ndo respostas eletrofisioldgicas, e se tem
uma resposta, provavelmente, terd algum papel no comportamento de um determinado
organismo. Entretanto, o autor afirma que por meio dessa técnica, ndo é possivel discernir
qual o papel o composto desempenha, sendo assim, necessario conduzir bioensaios em
laboratdrio e/ou campo. A partir dos bioensaios realizados, é possivel verificar ser o
feromonio sexual pode ser usado como ferramenta para o controle comportamental do

inseto-praga.

4. CONCLUSOES

Os possiveis compostos quimicos identificados em glandulas abdominais de
fémeas virgens de T. arnobia de Alagoas difere dos compostos quimicos previamente
identificados em estudos anteriores.

A analise eletroantenografica (EAG) indicou bioatividade dos extratos de
glandulas abdominais de fémea de T. arnobia de Alagoas sobre machos da mesma

populacéo.
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