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RESUMO

O entendimento do mecanismo da comunica¢do quimica de insetos praga tem
permitido desenvolver metodologias alternativas para 0 monitoramento e o controle destas.
Iscas contendo compostos como os feromonios sexuais sdo uma ferramenta do Manejo
Integrado de Pragas amplamente exploradas nos ultimos anos. Ainda, a identificacdo dos
feromonios de Lepidoptera tem permitido levantar questdes acerca do isolamento reprodutivo,
selecdo sexual, evolucdo, entre outras. O primeiro capitulo desta tese contribui para o
entendimento da comunicacdo quimica na broca-gigante da cana-de-agucar Telchin licus
(Drury, 1773) (Lepidoptera: Castniidae). Poucas mariposas de Castniidae tém sido estudadas
e algumas sdo consideradas importantes pragas agricolas. Nesta espécie, relatamos a
morfologia de seu sistema olfativo e estudamos a composicao quimica de extratos corporeos
dos adultos. As antenas de T. licus tém seis tipos morfoldgicos de sensilas: sensilas tricoide,
basicOnica, caética, esquamiforme, coeloconica e auricilica. O ovipositor ndo mostra
evidéncia de glandula sexual, e nenhum composto especifico da fémea foi identificado a partir
dele. Por outro lado, os machos liberam (E,Z)-2,13-octadecadienol e (Z,E)-2,13-
octadecadienol. Estes compostos sdo conhecidos feromdnios sexuais de fémeas de Sesiidae e
feromonios de machos de Castniidae; Assim, sugerimos que eles sirvam como feromonios de
curto alcance em T. licus. O segundo capitulo estuda a composi¢do do feromdnio sexual da
broca-peluda da cana-de-agcicar Hyponeuma taltula (Schaus, 1904) (Lepidoptera: Erebidae)
composto por feromdnios do tipo Il. A mistura feromonal apresentou o (9S,10R)-epoxi-(Z,2)-
3,6-heneicosatrieno como componente majoritario e o (Z,Z,2)-3,6,9-nonadecatrieno como
componente minoritario na proporcdo 3:1, respectivamente. O terceiro capitulo abrange o
estudo da comunicacdo quimica na Hypsipyla ferrealis Hampson, 1929 (Lepidoptera:
Pyralidae) praga das sementes da andiroba Carapa guianensis Aub. (Meliaceae). Os danos
causados pelas lagartas desta espécie afetam a regeneracdo da andiroba e o potencial de
producéo de dleo extraido das sementes, o qual compde atividade econdémica de comunidades
locais. As antenas de machos de H. ferrealis tém maior area olfativa e apresentam dimorfismo
sexual na morfologia das sensilas tricoide, caética, estilocénica, coelocdnica e auricillica. Por
outro lado, a glandula sexual da fémea se localiza dorsolateralmente na membrana
intersegmental entre o oitavo e nono segmento abdominal e é responsavel pela liberacdo dos
compostos (Z,E)-9,12-teradecadienol e (E)-12-tetradecenol, provaveis componentes do

feromonio sexual da H. ferrealis.



ABSTRACT

The understanding of the chemical communication of pest insects has allowed
developing alternative methodologies for monitoring and their control. Lures with compounds
such as sex pheromones are an integrated pest management tool widely utilized in recent
years. Furthermore, the identification of pheromones in Lepidoptera has allowed raising
questions about the reproductive isolation, sexual selection, evolution, and etc. The first
chapter of this thesis contributes to the understanding of chemical communication in the giant
sugarcane borer, Telchin licus (Drury, 1773) (Lepidoptera: Castniidae). Few moths in the
Castniidae have been studied and some are considered important agricultural pests. In this
species, we report the morphology of its olfactory system and study the chemical composition
of adult body extracts. The T. licus antennae have six morphological types of sensilla:
trichoic, basiconic, chaetic, squamiform, choeloconic and auricillica. The ovipositor shows no
evidence of a sexual gland, and no female-specific compound was identified from it. On the
other hand, males release (E,Z)-2,13-octadecadienol and (Z,E)-2,13-octadecadienol. These
compounds are known as female sex pheromones in the Sesiidae and male pheromones in
Castniidae. Thus, we suggest that they serve as short-range pheromones in T. licus. The
second chapter highlghts the composition of the sex pheromone of sugarcane hairy borer,
Hyponeuma taltula (Schaus, 1904) (Lepidoptera: Erebidae), which is composed of type Il
pheromones. The pheromone blend consists of (9S, 10R)-epoxy-(Z,Z)-3,6-heneicosatriene as
the major component and the (Z,Z,2)-3,6,9-nonadecatriene as a minor component, in a 3:1
ratio, respectively. The third chapter covers the study of chemical communication in
Hypsipyla ferrealis Hampson, 1929 (Lepidoptera: Pyralidae), pest of andiroba seeds Carapa
guianensis Aub. (Meliaceae). The damage caused by larvae of this species affects the
regeneration of C. guianensis and the potential of oil production, which is an economic
activity of the local communities. The male antennae of H. ferrealis have a larger olfactory
area and show sexual dimorphism in the morphology of the trichoic, chaetic, styloconic,
choeloconic and auricillica sensilla. On the other hand, the female sexual gland is located
dorsolaterally on the intersegmental membrane between the eighth and ninth abdominal
segment , being responsible for the release of the putative sex pheromone of H. ferrealis,
(Z,E)-9,12-teradecadienol and (E)-12-tetradecenol.



LISTA DE ILUSTRACOES

REVISAO DE LITERATURA

Figura 1 - Broca-gigante e prejuizos causados em cana-de-aGUCar...........cccceeveveereeseeseennens 14
Figura 2 - Ciclo de vida de Telchin licus (Lepidoptera: Castniidae)............cccceevevveiiriivnenen. 15
Figura 3 — Broca-peluda e prejuizos causados em cana-de-aguCar ...........ccecveververeeseeneennnns 18
Figura 4 - Ciclo de vida de Hyponeuma taltula (Lepidoptera: Erebidae) ............cccocvvvvvinennnns 18
Figura 5 — Broca-das-sementes-de-andiroba e prejuizos causados na andiroba...................... 21
Figura 6 - Ciclo de vida de Hypsipyla ferrealis (Lepidoptera: Pyralidae).........c....ccccoveveennen. 21
Figura 7 - Classificacd0 dos SEMIOQUIMICOS ......ccveiureiieiiesieeiesie e esiesee e see e e ee e e 23
Figura 8 - Feromdnios femininos representativos do Tipo | em lepidOpteros...........c.cccevenene 27
Figura 9 - Feroménios femininos representativos do Tipo Il em lepiddpteros ...........ccccue...... 28
Figura 10 - Filogenia e feromonio sexual de fémeas em lepidOpteros..........c.ccccevvevviicieennens 30

Figura 11 - Estruturas quimicas e nomenclatura de feroménios masculinos em lepiddpteros31
Figura 12 - Sensilas de antenas de MariPOSaS.........ccveuereerrerierieeseesieseeseeseeseeseeseeseeseesaens 37
CAPITULO I

Evidence of chemical communication in Telchin licus (Lepidoptera: Castniidae): A

morpho- and electrophysiological investigation

Fig 1. The giant borer of sugarcane Telchin lICUS. ..........ccccoviiiieiiicic e 54
Fig 2. General morphology of male and female Telchin licus antennae. ..........c..ccccccveeveivennnns 55
Fig 3. Morpho-histological features of the ovipositor of Telchin licus. ..........c.ccoovviiiininnnns 59
Fig 4. Chromatogram of mid-leg segments of male Telchin liCus. ..........ccccocoviiiiiiiiiiinieenns 62

Fig 5. Configuration assignment of 2,13-octadecadienol in the mid-legs from male

TEICHIN TICUS. .ttt bbb ene s 63
Fig 6. Electroantennographic responses to male body extracts of Telchin licus. .................... 64
Fig 7. Electroantennograms of male and female antenna of Telchin licus. .............ccoceiiiinnne 65
S1 Fig 8. Chromatograms of male legs Telchin [iCUS. .........cccooveviiievicie e, 77

S2 Fig 9. Legs Of TEICNIN TICUS. ...ccvveveieieciece e 78



CAPITULO Il

Componentes feromonais tipo Il na glandula sexual de Hyponeuma taltula (Schs., 1904)

(Lepidoptera: Erebidae)

Figura - 1 GC-EAD do extrato de glandulas e padrdes sintéticos em antenas de macho de
Hyponeuma taltula configuragéo absoluta do Z3,26,ep09-21:H........c...ccccevvenee 86

Figura - 2 Espectro de massa do Z3,26,29-19:H, Z3,Z6,ep09-21:H e Z3,76,79-21:H

presentes no extrato da glandula sexual de Hyponeuma taltula .................cc..c...... 87

Figura - 3 Respostas eletroantenogréaficas para diferentes dosagens de Z3,26,Z9-19:H e
Z3,26,ep09-21:H (9S,10R) em antenas de macho de Hyponeuma taltula............. 88

CAPITULO 111

Aspectos da comunicacdo quimica intraespecifica da Hypsipyla ferrealis (Lepidoptera:
Pyralidae): Estudos preliminares da composicdo do feromonio sexual e descricdes

morfoldgicas da antena e da glandula sexual

Figura 1 - Morfologia da antena de macho e fémea de Hypsipylla ferrealis......................... 100
Figura 2 - Morfologia e histologia do ovipositor de Hypsipyla ferrealis. .............c.ccccvvnene. 102
Figura 3 — GC-EAD do extrato da glandula feromonal de Hypsipyla ferrealis. ................... 103

Figura 4 — Espectro de massa dos compostos EAD ativos na glandula feromonal de

HYPSIPYIa fEITEAlIS. ... s 105

Figura 5 — Coinje¢édo do Z9,E12-14:0H e E12-14:0OH com o extrato glandular Hypsipyla

O T RALIS - e et —— 106



LISTA DE TABELAS
CAPITULO |

Evidence of chemical communication in Telchin licus (Lepidoptera: Castniidae): A

morpho- and electrophysiological investigation

Table 1. General characteristics of male and female Telchin licus antennae..............cccco....... 55
Table 2. Morphological features of male and female Telchin licus antennal sensilla. ............ 57
Table 3. Composition of male and female body extracts of Telchin licus. .............cccocerennee. 60

Table 4. Kovats indices for synthetic and natural 2,13-octadecadienol diasterecisomers in

different polarity COIUMNS .........ocouiiiiii e 63
CAPITULO HI

Aspectos da comunicacdo quimica intraespecifica da Hypsipyla ferrealis (Lepidoptera:
Pyralidae): Estudos preliminares da composicdo do feromonio sexual e descrigdes

morfologicas da antena e da glandula sexual
Tabela 1 - Caracteristicas gerais da antena de Hypsipyla ferrealis..............ccccoevviveiieinennene, 99

Tabela 2 — Caracterizacdo morfométrica das sensilas das antenas de fémea e macho de

HypSIpYIa fEITEANIS. ..o 101

Tabela 3 — Composicao quimica dos extratos da glandula sexual de Hypsipyla ferrealis ....104



10

SUMARIO
1. REVISAO DE LITERATURA ......oooviveeeeteeesee s tesieses s isnessensass s senassassenennens 13
1.1, Acultura da Cana-ae-aGUCAT ..........coeriirieririeriieeieie ettt bbb 13
1.2.  Telchin licus (Drury, 1773) (Lepidoptera: Castniidae) .........c.coovvvrerierenenenesenenieas 13
1.3.  Hyponeuma taltula (Schaus, 1904) (Lepidoptera: Erebidae: Herminiinae).................. 16
1.4, Cultura de andirODa.........coooiiiiiiiiie e 19
1.5.  Hypsipyla ferrealis (Hampson, 1929) (Lepidoptera: Pyralidae)..........cccccocervvririrnnnnns 20
1.6.  Controle de pragas por COMPOITAMENTO ........ccveveiieieeriesee e se e e see e seesae e sneeneas 22
1.6.1. IMONIEOTAMENTO .....cutieitiitiie et bbbt b bbb e 23
1.6.2. COleta MASSAI ......ooeieeiiieee e 24
1.6.3. DISIUPGAOD SEXUAL ....vvevieiieiie ettt e et e saeneeneesneenes 24
1.6.4. Vantagens do USO de SEMIOQUIMICOS .......ccveieerieieerreriesieseesieseesaesre e sae e eaesneeseas 26
1.7.  Glandulas produtoras de feromONI0 ........c.cceiieiieiieiieie e 26
1.8.  Feromdnios sexuais em fémeas de 1epidOPteros .........cooveevereiieienierese e 27
1.9. Feromdnios sexuais em machos de lepidOpteros .........ccevvvveveiieiiiese e 29
1.10. Feromonios sexuais de CastNiitae ...........ccovrirreriiiiirieise e 32
1.11. Feromdnios sexuais da subfamilia Herminiinae (Lepidoptera: Erebidae).................... 34
1.12. Feromonios sexuais da subfamilia Phycitinae (Lepidoptera: Pyralidae) ...........c.c........ 35
1.13.  Sensilas em IePIAOPLEIOS ......c..euviuirieieieiie et 36
2. REFERENCIAS ........oviieieteee et tesie st s st en sttt st s st sn s nasn s snsanenns 37
CAPTTULDO Lottt 48

Evidence of chemical communication in Telchin licus (Lepidoptera: Castniidae): A

morpho- and electrophysiological investigation

1.

2.

3.

ABSTRACT ..o 49
INTRODUCTION ...ttt 49
MATERIALS AND METHODS ........ooiiiiie e 50



11

3.1.  Insect collection and MAINTENANCE .........ooeririiiiiieieiee e 50
3.2, Scanning electron MICIOSCOPY ....vveirreiruieiieiieeiieesteesreesteeseeesseesbeesteessraesseeabeesseeeseens 51
3.3, LIGNE MICIOSCOPY .eviiviieiieiii ettt re e sbe et e e reeene e 51
3.4, COMPOUNT EXIFACTION .....ouviiiitiitesiieieeee ettt bbb 51
3.5.  Electroantennogram reCONTINGS ........coereriererieririniieieie et ens 51
3.6.  ChromatographiC @NalYZES .........cuiiiiiiiiiie e 52
3.7, STANUANTS ... s 53
4. RESULTS Lottt 54
4.1.  Morphological analysis Of anteNNAE ...........cceiieiiieiiiiiereere e 54
4.2.  Morpho-histological analysis of the OVIPOSITOr ..........ccoceeiiiiiniieieeee e 58
4.3.  Chemical composition of T. licus body eXtractS..........cccceveiriinienienienese e 59
I N C I AN g -1 OSSR 63
5. DISCUSSION ...t 65
5.1.  Morphological analysis Of aNtENNEE ..........ccccoiiiiiiiiiee s 65
5.2.  Morpho-histological analysis of the OVIPOSITOr ...........cccoeieiiiiiiniiee e 67
5.3.  Chemical composition of T. licus body extracts............cccccevieevieieiiicie e 67
6. REFERENGES ...t 71
7. SUPPORTING INFORMATION .....oiiiiiiieieeee e 77
CAPTTULO T ittt 79

Componentes feromonais tipo Il na glandula sexual de Hyponeuma taltula (Schs., 1904)

(Lepidoptera: Erebidae)

1. RESUMO ...ttt sttt n s s st ne e 80
2. INTRODUGAD ...ttt sttt ettt n et 80
3. MATERIAL E METODOS .....cooiieiiieieeeeese s tsss st tsses s nesnes s nesnens 81

3.1. 11T < (0 LT 81



3.2.  Extracdo de compostoS fFErOMONAIS. .......c.ccviverieriiiiieiie e 82
3.3, Analises CromatOgrafiCas .......c.ccovreiririerieeriee e 82
3.4, EletroantenOgrafia.......ccccoveriiiiiiciiiieis s 84
3.5, TEStES U8 CAMPO ..veuvivieiicie ettt ettt e et st e b e te e neanas 84
3.6, PAUIDES ...ttt bbbttt 85
4, RESULTADOS ...ttt e nte e neenne e 85
B, DISCUSAOD . .....veieeeieeesseeesseesssess st sesess s sess sttt 88
6. REFERENCIAS ..ottt sttt sttt 91
CAPTTULO Tttt 94

Aspectos da comunicacdo quimica intraespecifica da Hypsipyla ferrealis
(Lepidoptera: Pyralidae): Estudos preliminares da composi¢cdo do feromoénio

sexual e descri¢des morfoldgicas da antena e da glandula sexual

1. RESUMO ...t ettt et b e b b nne e 95
2. INTRODUGAOD ..ottt 95
3. MATERIAIS E METODOS .......ooviiiieeieeesesssvessestessssessessessesses st sensenssnssnesnens 96
B.L. INSBLOS ..ot ns 96
3.2.  Morfologia das antenas € OVIPOSITON .........cccerveiierieinerieiee e 97
3.3, Histologia dO OVIPOSIIOL ........ciiuiiiiiiiiieisie st 97
3.4.  Extracdo da glandula feromonal...........ccoeeiieiineiiiseseesees e 97
3.5, Analises CromatOgrafiCas .......cccorrirreriieieriees e 98
4, RESULTADOS ...ttt e ste e sneenne e 99
4.1.  Morfologia geral da antena ..........cccocveiiiiiiiieiii e e 99
4.2.  Diferentes tipos de SeNnsilas aNtENAIS ..........cccovreirririreireerse e, 100
4.3.  Morfologia e histologia do OVIPOSITOr.........ccevierieiiiieiicise e 102
4.4, Composicao da glandula feromonal............ccccceveiiiiiiiicice e 103
B, DISCUSAOD......ceieeeereeesseeesseesssesssssss sttt 106

6. REFERENCIAS ..o oo e e e e e e et e te et e et et e et et et e e et a et et e et e et et aranans 112



13

1. REVISAO DE LITERATURA
1.1.  Acultura da cana-de-agucar

A cana-de-agucar, Saccharum officinarum Linnaeus, 1753 (Poaceae), e seus derivados
tém grande importancia para a economia brasileira, sendo o Brasil responsavel por mais da
metade da quantidade de etanol comercializado no mundo. Com estimativa de producéo de
633,26 milhdes de toneladas de cana-de-agucar na safra 2017/2018, com 54,6% desse total
destinado a producéo de etanol e o restante a producéo de agucar. No levantamento de abril de
2018, a area colhida com cana-de-acucar no Brasil foi de 8,7 milhdes de hectares, com as
regides Norte e Nordeste sendo responsaveis por 7,0% da producdo total, enquanto que 92,9%
foi produzido na regido Centro-Sul do Brasil.

A cana-de-acUcar € cultivada como monocultura e, assim, forma um agroecossistema
que permite a presenca de diversos insetos fitofagos que se tornam pragas.? No mundo so
relatadas mais de 1500 espécies de insetos que se alimentam de S. officinarum.® Porém, no
Brasil, dentre as pragas mais importantes encontram-se 0s que atacam a base do colmo como
a cigarrinha-da-raiz Mahanarva fimbriolata (Stal, 1854) (Hemiptera: Cercopidae), migdolus
Migdolus fryanus (Westwood, 1863) (Coleoptera: Vesperidae), bicudo-da-cana Sphenophorus
levis Vaurie, 1978 (Coleoptera: Curculionidae), broca-peluda Hyponeuma taltula Schaus,
1904 (Lepidoptera: Erebidae), lagarta-elasmo Elasmopalpus lignosellus (Zeller, 1848)
(Lepidoptera: Pyralidae), Heterotermes tenuis (Hagen, 1858) (Isoptera: Rhinotermitidae),
Cornitermes cumulans (Kollar, 1832) (lsoptera: Termitidae) e o0 percevejo-castanho
Scaptocoris castanea Perty, 1830 (Hemiptera: Cydnidae). Das pragas da parte aérea pode-se
relacionar a broca-da-cana Diatraea saccharalis (Fabricius,1794) (Lepidoptera: Crambidae),
broca-pequena-da-cana Diatraea flavipennella Box, 1931 (Lepidoptera: Crambidae), broca-
gigante Telchin licus (Drury, 1773) (Lepidoptera: Castniidae), formigas salvas Atta spp
(Hymenoptera: Formicidae), cigarrinha-das-folnas Mahanarva posticata (Stal, 1855)
(Hemiptera: Cercopidae) e o besouro-rajado-da-cana Metamasius hemipterus Linaeus, 1765
(Coleoptera: Curculionidae).*®

1.2.  Telchin licus (Drury, 1773) (Lepidoptera: Castniidae)

A broca-gigante da cana-de-agucar Telchin. licus, conhecida anteriormente como
Castnia licus, esta distribuida na América central e do Sul, principalmente, na Costa Rica,
Panam4, Trindade e Tobago, Nicaragua, Coldémbia, Venezuela, Guiana, Suriname, Equador,

Peru, Paraguai, Bolivia e Brasil.61°
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No Brasil, a primeira ocorréncia de T. licus foi relatada na regido nordeste em 1927.
Em 2007, Almeida et al. (2015) relataram por primeira vez a presencga de T. licus atacando
plantios no estado de Séo Paulo, desde entdo registros foram realizados para o Acre, Alagoas,
Amazonas, Bahia, Goias, Mato Grosso, Minas Gerais, Para, Paraiba, Pernambuco, Rio de

Janeiro, Rio Grande do Norte, Rondénia e S&o0 Paulo.314

Atualmente Castniidae pertence ao grupo Cossoidea e Sesioidea das familias de
lepidépteros.t® Dados morfoldgicos junto com informagdes moleculares organiza as familias
Sesiidae, Castniidae e Brachodidae dentro da superfamilia Sesioidea.'® No entanto, alguns
estudos moleculares ndo encontraram evidéncia para uma relacdo préxima entre Sesiidae e

Castniidae,!’ deixando assim, a relagio taxondmica da familia Castniidae no esclarecida.

As lagartas de T. licus sdo brocas que se alimentam do colmo, pseudocaule e rizoma
de espécies cultivadas como cana-de-agUcar, abacaxi e bananeira.'®!® Na cana-de-agucar, as
lagartas perfuram o colmo internamente formando galerias, provocando a morte da gema
apical, conhecido como “cora¢do morto”, provocam a perda de peso e facilitam a penetragdo
de fungos que causam a podriddo-vermelha (Colletotrichum falcatum Went e Fusarium
moniliforme Sheld), que invertem a sacarose, diminuindo a producdo de aclcar (Figura 1a).
Logo apds o corte da cana, a lagarta passa a viver protegida na touceira, alimentando-se do

rizoma, debilitando e reduzindo o poder germinativo da touceira.*2°

Figura 1 - Broca-gigante e prejuizos causados em cana-de-agUcar

Fonte: José F.Garcia

A T. licus € uma mariposa de habitos diurnos, voam nos horarios mais quentes do dia
entre 12:00 e 14:00 h. Os adultos medem aproximadamente 35 mm de comprimento € 90 mm
de envergadura alar,? as asas anteriores sio de cor castanho escuro, com reflexos metalicos e

furta-cor e as assas posteriores sdo castanho escuro, branco e laranja.?! (Figura 1b). A
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longevidade do adulto é de 10 a 15 dias, e apds acasalamento, as fémeas fazem postura na

base das touceiras, com fecundidade de 50 a 100 ovos.?

O ciclo bioloégico completo de T. licus, varia muito e depende de fatores como
umidade, temperatura e alimentaco podendo levar de 6 a 12 meses de duragio.?? Os ovos sdo
verdes ou marrons com estrutura poliédrica, comprimento de ~4 mm e periodo de incubacao
entre 7 e 14 dias, as lagartas possuem coloracdo branco leitosa, podem chegar a ter
comprimentos de 80 mm e largura de 12 mm, as lagartas passam por 5 instares e o periodo
larval é aproximadamente de 10 meses (25°C e 70%UR).?> As pupas sdo de coloragio
castanho escuro e estdo dentro de um casulo de fibras feito da cana-de-agUcar e chegam a
medir até 4 cm de comprimento, esse estagio pode durar de 30 a 45 dias.?!?? (Figura 2)

Figura 2 - Ciclo de V|da_<_je Telchin licus (Lepidoptera: Castnndae)
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Fonte: Autora, 2018 (Adqu, ua e Iaarta); José F.Garcia (Ovos)

Diversos métodos para o controle de T. licus tem sido testados. No controle quimico
existem dois produtos registrados atualmente® o Altacor® (DuPont do Brasil S.A.), com
ingrediente ativo clorantraniliprol e o Krismat WG (Syngenta Protecdo de Cultivos Ltda.),
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com ingredientes ativos do grupo das triazinas e sulfoniluréia. O Altacor vem sendo aplicado
no Nordeste, no entanto o controle ndo tem sido satisfatério.?’ Adicionalmente, estudos em
laboratdrio com fipronil, principio ativo de Regent® 800 WG, demonstraram ser eficientes em

concentracéo de 500 g/ha.?*

No controle biologico de T. licus, vérios estudos tem obtido resultados promissorios.
Taxas de mortalidade das lagartas entre 30 e 80% s&o observados quando usando o fungo B.
bassiana logo apds o corte da cana-de-aclcar.**%° De igual forma isolados de M. anisopliae
atingiram taxa de mortalidade entre 43 e 80%.%° Deste modo estes fungos tem potencial para o

controle de T. licus.

Inimigos naturais eficientes na reducdo das populagdes de T. licus, em qualquer das
fases do seu desenvolvimento ndo sdo conhecidos. O controle natural da T. licus restringe-se a

atividade de algumas aves que se alimentam desta ap6s a colheita da cana-de-agucar.*3

O uso de variedades de cana-de-agucar geneticamente modificadas também tem sido
proposto para combater T. licus. Efeitos da proteina Cry (B. thuringiensis) nas lagartas da
broca-gigante tém demonstrado resultados promissorios para futuramente desenvolver

variedades resistentes de cana-de-agucar.?

O controle mecéanico ¢ o mais empregado na regido Nordeste para o controle de T.
licus, este consiste na retirada dos rizomas infestados e catagdo manual de lagartas e pupas
mediante o uso de enxadeco. Se utilizado em larga escala, pode contribuir para a reducdo da

populacio da praga, no entanto o método é muito laborioso e oneroso.**2°
1.3. Hyponeuma taltula (Schaus, 1904) (Lepidoptera: Erebidae: Herminiinae)

Esta mariposa esta presente apenas no Brasil, catalogada em 1904 pelo entomdlogo
William Schaus como H. taltula, usando espécimens de Sdo Paulo, e posteriormente com
espécimens encontradas em Castro-PR foi denominada com o sindnimo Hyponeuma
leucanioides.?’” Em 1989 o género Hyponeuma foi catalogado dentro da subfamilia
Herminiinae de Noctuidae no catalogo de lepiddpteros publicado nos Estados Unidos.?® Em
2011 a subfamilia Herminiinae foi classificada como Erebidae dos Noctuoideas.?®

Em 1973 foi relatada pela primeira vez a ocorréncia desta espécie em canaviais de Sdo
Paulo e Pernambuco.®®* Em 1984 foi constatada sua presenca em canaviais do norte
fluminense®* e 18 anos depois foi reportada nas regides Sul e Centro-Oeste.*> Em 2003
observou-se em grande quantidade e distribuicdo nas areas de cultivo da Usina Terra Nova

(Pilar, Alagoas).®* Em 2010 foi observada uma alta incidéncia deste inseto em Nivirai e
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Maracaju, Mato Grosso do Sul.®* Nas Gltimas safras de cana-de-agticar do Nordeste do Brasil,
as espécies T. licus e H. taltula tem se constituido como um desafiante problema fitossanitario

em toda a regido canavieira.*®

Denominada popularmente como broca-peluda da cana-de-acUcar, pelas longas setas
distribuidas no corpo das lagartas (Figura 3a), foi reconhecida inicialmente como praga por
provocar danos similares aos causados por Metamasius sp. Horn, 1873 (Coleoptera:
Dryophthoridag).®

As mariposas depositam seus ovos na base das plantas ou no palhico sobre o solo e, ao
eclodirem, as lagartas localizam-se na base das touceiras, no sistema radicular (Figura 3b),
onde se alimentam dos rizomas e dos primeiros internddios basais (Figura 3c). Em plantas
novas causam a morte da gema apical, sintoma conhecido como “coracdo morto” e
evidenciado pelo amarelecimento, secagem e possivel morte de perfilhos (Figura 3d). Ja em
plantas adultas, ocasionam perda de peso, brotagdo lateral, enraizamento aéreo, canas
quebradas.®3" Além disso, danos indiretos envolvendo a entrada de fungos pelos orificios
tém ocasionado podriddes, que resultam em diminuicdo do rendimento industrial devido a

problemas de contaminagio no processo da fermentagio alcodlica.®

O ciclo de vida de H. taltula em laboratdrio, a 25+1°C, 60% de UR e fotofase de 14
horas, é completado em 80 dias, conforme mostrado na Figura 4. Os ovos colocados de forma
individualizada no solo pelas fémeas permanecem neste estado por 5.5 dias, até a eclosdo das
lagartas as quais tem um desenvolvimento de 53.5 dias e a fase de pupa permanece por 13.5
dias. A longevidade dos adultos é de 5 a 6 dias e cada fémea tem uma fecundidade diaria de

85 ovos, totalizando fecundidade de 425 ovos por fémea.®®
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Figura 3 — Broca-peluda e prejuizos causados em cana-de-aglcar

Nota: (a) Lagarta de H. taltula. (b) Lagarta na base da touceira. (c) Broto inicial perfurado
por lagarta H.taltula. (d) Sintoma de ataque “Coragdo morto”.
Fonte: (a) Autora,2014, (b-d) José F.Garcia

2

135 Cicio de 80 dias l 55
oo 25°C, 60%UR e
Pupa
&—
535
dias

Fonte: Autora, 2018.
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Zenker et al. (2007) descrevem a morfologia das fases imaturas em H. taltula com
espécies coletadas em Usina Triunfo (Boca da Mata - AL). Os ovos apresentam um formato
subpiramidal, ndo muito comum em herminiineos. As larvas sao de coloracdo de fundo branca
sem listras. As pupas sdo do tipo obtecta nas quais as partes do corpo do adulto séo
observadas, mas as partes externas como patas, antenas e asas encontram-se juntas ao corpo, a
coloracdo inicial € marrom clara e com o desenvolvimento adquirem uma coloragdo mais

escura.

O controle mais utilizado para H. taltula foi o quimico com aplicacdo de inseticidas
temik e carbofurano (Atualmente proibidos - Furadam®) na linha e na entrelinha da cana-de-
aclicar na Usina Maracaju — MS.32%" Também foi estudada a eficiéncia dos inseticidas
Tiametoxam (Actara®) e Clorantranilipole na Usina Triunfo Agroindustrial, Boca da Mata —
AL, obtendo tdo s6 um aumento de 14 a 23% no numero de colmos sadios.® De igual forma,
Rodrigues, Pinto e Segato (2012) reportam que os fungos entomopatogénicos Beauveria
bassiana (Bals.) Vuill. (Boveriz® Biocontrol) e Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok
(Metarriz® Biocontrol) ndo foram eficazes no controle da broca-peluda, mas que o
tiametoxam (Actara® 250 WG) causou reducdo de 93,4% aos 28 dias apds a aplicagdo em
Ribeirdo Preto, SP. Uma patente sobre o uso de genes CRY do Bacillus thuringiensis relata H.
taltula como uma das pragas que pode ser controlada com esta modificacio nas plantas.*°

No entanto, Dario et al. (2014) relatam que ndo ha inseticidas eficientes registrados
para o controle desta praga e a principal metodologia adotada de controle € a catacdo manual

das lagartas, que é onerosa e pouco adequada.
1.4. Cultura de andiroba

Existem quatro espécies denominadas andiroba: Carapa guianensis (Aublet, 1776),
Carapa megistocarpa (Styles, 1981), Carapa procera (Pennington, 1981) e Carapa akuri
(Forget, 2009). A C. guianensis pertence a familia Meliaceae, mesma familia do mogno

(Swietenia macrophylla) e cedro (Cedrela sp.).

A C. guianensis é uma arvore perenifolia e monoica de até 55 m de altura, o fruto é
uma cépsula com quatro valvas que pode conter entre 1 a 16 sementes. A semente é marrom,
apresenta grande variacdo de forma e tamanho; pesa entre 1 e 70 g e mede entre 1 e 6 cm de

comprimento. 4

A C. guianensis ocorre com bastante frequéncia dentro da bacia Amazénica.*** Fora

do Brasil ocorre no sul da América Central, América do sul e Africa.*>*® A andiroba possui
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adaptacdo a diferentes tipos de ambientes, o que faz com que ocorra tanto em areas alagadas

(véarzeas) como em formagcdes de terra firme. 54

A andiroba é uma das espécies florestais da Amazonia capaz de promover a
valorizagdo e o uso econdmico da floresta. Ela pode ser utilizada tanto na industria madeireira
como na producgdo de dleo das sementes. O 6leo extraido das sementes é a matéria prima de
varios produtos farmacéuticos e cosméticos comercializados no Brasil. No entanto, A
predacéo por lagartas do género Hypsipyla*’ principalmente pela espécie Hypsipyla ferrealis
(Hampson) (Lepidoptera: Pyralidae)*® causa danos diretos na qualidade das sementes,

observando a perda do potencial de produgéo de 6leo e afeta a regeneragao da espécie.*?
1.5.  Hypsipyla ferrealis (Hampson, 1929) (Lepidoptera: Pyralidae)

As lagartas de H. ferrealis sdo brancas, levemente acinzentadas, no ultimo estagio com
tonalidade résea e azul, essas alimentam-se dos cotilédones das sementes. Antes de formar o
casulo abandonam a semente ou constroem uma camara pupal tdo rigida quanto o tegumento

da semente, num dos angulos internos de uma aresta ou vértice da semente (Figura 5).%°

As lagartas desta espécie sdo tolerantes a conviver em grupos, encontrando-se em

média 9 lagartas por semente atacada, e ndo apresentam comportamento de canibalismo.>°

O ciclo completo de H. ferrealis (Figura 6), desde a oviposi¢cdo até a emergéncia é
aproximadamente 36 dias.>® O ovo emerge ap6s cinco dias e a fase larval tem um periodo de
22-29 dias. Durante a fase pupal as lagartas que abandonam a semente formam o casulo no
solo entre a folhagem, e esta fase acontece em média de 11 dias. O casulo é denso e tem alto
conteddo de 6leo, tornando-o impermeavel e protegendo a pupa do solo alagado. Fémeas e

machos emergem ao mesmo tempo.>

Varios estudos foram desenvolvidos com o intuito de estabelecer metodologias de
controle para a Hypsipyla grandella (Zeller, 1848) e Hypsipyla robusta (Moore, [1886]),
como desenvolvimento de plantas resistentes, além de controle quimico, bioldgico e
silvicultural.®**® No entanto, estas tecnologias de controle nio tém sido aplicadas ou

estudadas para H. ferrealis.



Figura 5 — Broca-das-sementes-de-andiroba e prejuizos causados na andiroba

a

| '4 U
Nota: (a) Semente brocada de andiroba. (b) Injuria gerada pela H. ferrealis. (c) Casulo da
pupa de H. ferrealis dentro da semente de andiroba. (d) Lagarta de H. ferrealis em diapausa
Fonte: Autora, 2016

Figura 6 - Ciclo de vida de Hypsipyla ferrealis (Lepidoptera: Pyralidae)

11-12 Ciclo de 306 dias l 5.6
dins 25°C, 80%UR | giag

Fonte: Autora, 2018.
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Visto que estas espécies sdo pragas de culturas relevantes, é importanate a constante
implementacdo de métodos para o controle e monitoramento destas. No entanto, o uso de
inseticida elimina os inimigos naturais e acarreta, ao longo do tempo, no surgimento de
populacdes de insetos resistentes.> Adicionalmente, o habito alimentar das brocas dificulta
seu controle mediante agroquimicos, ja que estas permanecem no colmo, nos rizomas ou nas
sementes das culturas e usualmente bloqueiam suas entradas com residuos de seda e matéria
organica, 0 que evita seu contato com o agrotdxico. Portanto, faz-se necessaria a
implementacdo de outros métodos de controle mais eficientes e menos laboriosos que o
controle mecénico, como o controle bidlogico ou o controle por comportamento, que sdo
aplicados na fase adulta do inseto através o uso de semioquimicos. Entretanto, este ultimo ndo
tem sido utilizado para as pragas H. taltula, T. licus em cana-de-acUcar e H. ferrealis em

andiroba.
1.6. Controle de pragas por comportamento

O método de controle por comportamento é uma estratégia no manejo integrado de
pragas que pode ser considerado como uma abordagem alternativa ou complementar aos
tratamentos com inseticidas.>> O método é baseado no uso de semioquimicos. Os insetos
utilizam compostos quimicos na sua comunicacdo para a localizacdo de presas, defesa,
selecdo de plantas hospedeiras, escolha de locais de oviposic¢do, acasalamento, organizagao
das atividades sociais e outros tipos de comportamento.>® Os semioquimicos séo classificados
com base no tipo de interacdo (Figura 7): alelogquimicos sdo compostos que mediam as
relacBes interespecificas, ou seja, os comportamentos de individuos de espécies diferentes, e

os feromonios estdo presentes nas interacdes intraespecificas.>

Os aleloquimicos sdo classificados dependendo dos custos e beneficios de cada
organismo. Os alomdnios favorecem o organismo emissor, mas ndo o receptor como é o caso
das plantas carnivoras que secretam substancias para atrair as suas presas. Os cairomoénios sdo
0s semioquimicos que favorecem o organismo receptor, mas ndo 0 emissor, por exemplo, 0s
compostos atraentes de parasitoides, e os sinomoénios favorecem ao organismo emissor e ao

receptor como acontece no processo da polinizagdo.>
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Figura 7 - Classificagdo dos Semioquimicos
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Shani (2000) relata que os feromdnios sexuais tém sido mais minuciosamente
estudados devido a maior eficacia no controle de pragas, seguidos, em menor grau pelos
feromonios de agregacdo e de alarme. O uso de feroménios no manejo integrado de pragas

pode ser usado para 0 monitoramento, a coleta em massa e a confusio sexual.>®

1.6.1. Monitoramento

Trematerra (2013) relata que o monitoramento determina quando a populacdo do
inseto-praga atingiu o nivel de dano econémico, indicando de maneira mais precisa o
momento de controle, e limitado assim a utilizacdo desnecessaria de inseticida, ja que o
método detecta tanto a presenca quanto a densidade da praga. Por exemplo, Jyothi et al.(2014)
monitoraram a praga do algodoeiro Earias vitella Sherborn, 1902 (Lepidoptera: Nolidae) com
iscas de feromonio da espécie, determinando que a maior presenca da mariposa acontece no
periodo chuvoso do ano, de abril a outubro na india. O monitoramento com feromdnio
também pode definir a distribuicdo do inseto na area e no tempo. Diaz-gomez et al. (2012)
estudaram no México a flutuacdo populacional de Copitarsia decolora Guenée, 1852
(Lepidoptera: Noctuidae), uma praga importante em diversas culturas, encontrando um pico
de ocorréncia em margo. Da mesma maneira, Merrill et al. (2011) relataram a variabilidade

espacial do macho adulto de Striacosta albicosta (Smith, 1888) (Lepidoptera: Noctuidae) em
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campos de milho do Colorado, Estados Unidos da América, encontrando uma maior
abundancia do inseto nos bordes limites da cultura.

1.6.2. Coleta massal

Na coleta massal o feroménio é usado como atrativo do inseto para um recipiente de
contencdo, visando sua eliminacdo com consequente diminui¢do do ndmero de inseto-praga
no cultivo.>® A densidade, eficiéncia e o poder de atragio das iscas devem ser suficientes para
capturar uma quantidade apreciavel de insetos que reduza o dano econdmico.®® Trematerra
(2012) relata que a coleta massal com feromonios requer estudos complexos que determinem
a quantidade de iscas por area para que 0s acasalamentos ndao tenham sucesso, além disto a
biologia dos insetos pode tornar pouco eficaz o método, como no caso de Plodia
interpunctella (Hubner, 1813) (Lepidoptera: Pyralidae), uma vez que 0s machos desta
mariposa podem acasalar com cerca de 6-10 fémeas durante seu periodo de vida. Portanto, até
90% da populacdo masculina pode ser capturada sem afetar o nUmero de fémeas acasaladas
de modo que em populacdes muito altas da praga este método nédo é eficaz. Por outro lado, a
coleta massal para ambos os sexos usando feromonios de agregacdo é mais eficiente que a

coleta selectiva de sexo0.%t

Trematerra e Gentile (2010) apresentam étimos resultados na reducdo e manutencéo a
um nivel abaixo do dano econdmico da praga dos cereais Ephestia kuehniella Zeller, 1879
(Lepidoptera: Pyralidae), com técnicas de coleta em massa com acetato de (Z,E)-9,12-
tetradecadienila como feroménio sintético e acompanhado por tratamentos localizados de
inseticida e limpeza cuidadosa de varios departamentos e de todos os equipamentos. De igual
forma, Navarro et al. (2002) reportam o uso de feromdnio de agregacdo (6-metil-2-hepten-4-
ol) para a coleta em massa da broca-do-olho-do-coqueiro, Rhynchophorus palmarum
(Linnaeus 1764) (Coleoptera: Curculionidae), atraindo machos e fémeas e reduzindo assim a

populacdo da praga no coqueiro.

1.6.3. Disrupcdo sexual

A interrupcdo de acasalamento baseia-se na interferéncia ou impedimento da
transmissdo de sinais quimicos entre 0s parceiros sexuais. Isto tem sido obtido com a
liberacdo de uma quantidade maior de feromonio sintético na atmosfera, para diminuir ou
impedir que os insetos localizem seu respectivo parceiro e, dessa forma, reduzir o
acasalamento.> Os mecanismos para o funcionamento desta técnica envolvem a exposicédo ao

feromonio por longos periodos para afetar os Grgdos sensoriais ou 0 sistema nervoso do
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inseto, encobrir o rastro do chamamento das fémeas ou impedindo que o sistema de detec¢do
do macho para localizar a fémea nédo funcione corretamente, além do gasto de energia e tempo

dos insetos seguindo falsas fontes de feromonios.®

Comumente, o feromonio de muitos insetos apresenta mais de um componente e em
muitas espécies essa composicdo € a mesma. No entanto, as propor¢des diferentes sdo
responsaveis por sua distingdo pelos insetos.>® Por isso, se um (nico componente do
feromo6nio ou uma alteracdo na proporcdo dos componentes for libertado, os machos nédo

serdo capazes de detectar ou localizar a mistura de feromaonio liberado pelas fémeas.*

Outra metodologia usada nos Ultimos anos para a interrupcdo do acasalamento € o
sistema de auto-confusdo sexual. Por exemplo, esta metodologia usa particulas
eletrostaticamente carregadas que servem como transporte de feroménios ou qualquer outro
ingrediente ativo e sdo aderidas as cuticulas dos insetos. No caso de lepidopteros, 0s machos
sdo atraidos para as fontes de feroménio e as particulas sdo aderidas ao corpo, perturbando
assim a sua capacidade de localizar mariposas fémeas e tornando-os fontes atraentes para
outros machos.®® Trematerra (2012) indica que € essencial conhecer 0s mecanismos
envolvidos na interrupcdo do acasalamento ja que disso dependem as formulagdes adequadas
dos feromdnios e uma das limitagGes desta técnica é a exigéncia de quantidades grandes de

semioquimicos.

A interrupcdo do acasalamento mediante o uso de feromonios tem sido uma das
técnicas mais acolhidas pelo controle de pragas e enumeraveis exemplos podem ser citados.®”
5966 Dentre eles Cocco, Deliperi e Delrio (2012) relatam a eficacia da técnica para o controle
de Tuta absoluta Meyrick, 1917 (Lepidoptera: Gelechiidae) na cultura do tomate na Italia
com reducdo do dano em frutos entre 62-89%. De igual forma, Trona et al. (2009)
demonstraram que a implementacdo de EcoTape FTF (fita adesiva de 500-625m de
comprimento que contém dispensadores de feroménio) na confusdo sexual da mariposa-das-
macas, Cydia pomonella (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Tortricidae), alcanca eficacias

comparaveis com os de estratégias convencionais baseados em inseticidas

Existe um interesse cada vez maior a nivel mundial no desenvolvimento de métodos
de controle de pragas ecologicamente mais aceitdveis e sistemas de produgdo mais
sustentaveis. Com o fim de suprir esta necessidade, 0 uso de semioguimicos e outros produtos
naturais possui um papel significativo neste desenvolvimento.®® No entanto, formulagdes mais
refinadas sdo necessarias para cada inseto praga, otimizagdo das composigdes, estabilidade

dos semioquimicos no campo e pregos acessiveis para o agricultor.®
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1.6.4. Vantagens do uso de semiogquimicos

As vantagens do uso de semioquimicos frente ao controle quimico como método de
controle sdo diversas destacando-se a auséncia de residuos toxicos, além do aumento da
atividade dos inimigos naturais, aumento da biodiversidade em ecossistemas agricolas e
especificidade, ja que a maior parte destes sdo bioativos para determinada espécie ou para um
grupo restrito de pragas. A desvantagem consiste na baixa persisténcia uma vez que néo
fornece um controle a longo prazo, recomendando-se 0 uso com outras metodologias no
MIP.”® No entanto os feromonios sdo mais seguros e ambientalmente mais aceitaveis do que

os inseticidas convencionais.®*
1.7.  Glandulas produtoras de feroménio

A maioria das glandulas de feroménios sdo células epidérmicas hipertrofiadas que
estdo em contato direto com a cuticula da superficie produzida pelas proprias células
glandulares. O feroménio é produzido dentro das células, transportado através da cuticula e
disseminado a partir da superficie da cuticula. As células podem ser cuboidais, colunares,
colunares modificadas ou em caliciformes. As caracteristicas histologicas dessas células
incluem um grande ndcleo, muitos vacuolos e, as vezes, uma borda com filamentos; algumas
células. Entretanto, diferem muito pouco, histologicamente, das células ndo modificadas. A
cuticula que recobre estas células glandulares é geralmente ndo coberta. Ndo ha poros grandes
na cuticula.”t A localizacdo das células glandulares pode variar na regido do ovipositor,
podem estar como uma camada de células localizada na regido ventral ou dorsal, com &reas
distintas ou ainda essas células podem formar um anel continuo entre as regides dorsal e

ventral.”t

Machos de algumas espécies de Lepidoptera tém elaborados 6rgdos liberadores de
feroménio. Diferentes térmos descritivos sdo usados, como androconias, leques, pelos costais,
escovas, pincel de pelos e coremata.”” O mecanismo de disseminacdo de feromdnio em
machos é a modificacdo das escamas em forma de cabelos, estas escamas modificadas séo
usualmente compridas e circulares em secdo transversal. As células glandulares aparecem
como células calciformes aumentadas na base de cada cabelo, com a membrana apical
invertida exibindo muitas microvilosidades e cercando uma extensdo de endocuticula fibrosa
do cabelo. As células tém nucleos lobulados grandes, citoplasma tipico de intensa atividade
secretoria como numerosos vacuolos, complexos de golgi ativos, numerosas mitocondrias e

reticulo endoplasmatico rugoso e liso.”
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1.8.  Feromonios sexuais em fémeas de lepidopteros

A primeira descricdo de comunicacdo sexual baseada em compostos quimicos foi
demonstrada em mariposas,’® e o primeiro feroménio sexual foi isolado em 1950 da mariposa
Bombyx mori Linnaeus, 1758 (Lepidoptera: Bombycidae) a partir de cerca de 500.000 fémeas
adultas, sendo sua estrutura publicada apenas em 1959.%% Os lepiddpteros tem-se convertido
na ordem de insetos mais estudados em relacdo aos feromonios, com dados disponiveis para

varias centenas de espécies.’

As fémeas de mariposas comumente séo responsaveis pela atracao sexual, com fins de
acasalamento, e produzem feromonios na glandula localizada perto do ovipositor na parte
terminal do abdémen.” Estes feromonios sdo caracterizados por sua especificidade para cada

espécie, impedindo a hibridizacéo interespecifica.>

Os feroménios femininos estdo classificados segundo sua estrutura quimica em
feroménios do tipo | constituidos principalmente por compostos de cadeias de carbono entre
Ci0 € C1g com alcoois primarios e seus derivados, acetatos ou aldeidos, com zero a trés
insaturacdes, conforme Figura 8. Adicdo de grupos funcionais como ésteres de isobutila ou
metilbutila e a presenca de triplas ligacfes constituem um novo grupo de feromonios tipo I,
também mostrados na Figura 8. Estes feromonios constituem 75% dos conhecidos em fémeas

de lepidopteros.”

Figura 8 - Feroménios femininos representativos do Tipo | em lepiddpteros

O

o, N NN )]\O p—
(%,7Z)-10,12-hexadecadienol Acetato de (Z)-7-dodecenila
E10,712-16:0H Z7-12:0Ac
Bombyx mori Linnaeus, 1758 Zonoplusia ochreata Walker, 1865
O O
HJJ\W/\/ /%()W
(Z)-11-hexadecenal 2-metilbutanoato de (£)-5-decenila
Z11-16:Ald 75-10:OisoVal
Helicoverpa armigera Hiibner, 1805 Nudaurelia cytherea (Cramer, 1780)

)Okom/\/\/\/\/z\/

Acetato de (Z)-13-hexadecen-11-ila
=11,713-16:0Ac
Thaumetopoea pityocampa (Denis, 1775)

Nota: Estruturas quimicas, nomenclatura e abreviacdo de compostos representativos tipo I. OH:
Alcool; Ald: Aldeido; OAc: Acetato; OisoVal: Ester do 4cido isovalérico
CH3CH2(CH)CH3COOR
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Os nomes destes feromoénios sdo geralmente abreviados, escrevendo-se primeiro a
configuracdo e a posicdo da dupla ligacdo separado por um hifen do nimero de carbonos da
cadeia, seguido por dois pontos e a abreviacdo do grupo funcional (OAc = acetato, OH =
alcool, Ald = aldeido).

Outra grande classe de feromonios sexuais de fémeas lepidopteros € o Tipo Il, que sdo
biossintetizados a partir do acido linoléico e linolénico, adquiridos durante a alimentacdo das
lagartas. Derivados do tipo Z6,Z9-hidrocarbonetos (derivados do &cido linoléico) e Z3,26,Z9-
hidrocarbonetos (derivados do &cido linolénico) séo caracterizados por cadeias lineares entre
17 e 25 carbonos, uma a cinco duplas ligacbes com configuracdo Z separadas por grupos
metileno, além da possibilidade de até duas fungBes epdxido, cetonas produzidas por
rearranjos dos epoxidos e grupos funcionais como aldeidos e ésteres,’*"® como mostrado na
Figura 9. As misturas feromonais desta classe apresentam componentes com diferentes
comprimentos de cadeia, nimeros de ligacdes duplas e grupos funcionais, bem como misturas

de regioisdomeros de epdxidos ou enantidmeros.”’

Figura 9 - Feromdnios femininos representativos do Tipo Il em lepidépteros

YA T A Nl Vo VAT YA VI VAN

(Z.,7)-3 ,6-henicosadieno
73.76-21-H
Theriarupicapraria (Denis, 1775)

O
(Z)-2{octenil)-3-octiloxirano

Z6,ep09-18:H
Hemerophila atrilineata Butler, 1881

- IO NINNNNS

(Z,Z,7)-3,6,9-henicosatrieno
723,76, 79-21:H
Tetanolita mynesalis Walker, 1859

Nota: Estruturas quimicas, nomenclatura e abreviagdo de compostos representativos tipo Il. H:
Hidrocarboneto



29

Os feromonios de tipo Il anteriormente pareciam estar restritos aos macrolepiddpteros
e, em particular, para as familias Erebidae e Geometridae.”” No entanto, estudos recentes na
Pyraloidea e Tischerioidea demonstram a presenca deste tipo de feromdnio também nestas

familias.”®

Igualmente aos feromonios tipo I, a nomenclatura das estruturas de tipo Il geralmente
é abreviada, por exemplo, o (Z,Z,2)-3,6,9-heptadecatrieno é identificado como Z3,Z6,Z29-
17:H. A nomenclatura IUPAC dos epoxidos é mais complexa, 0 [2R-[2a(2Z,5Z),3a]]-2-(2,5-
octadienil)-3-undeciloxirano é abreviado como Z3,Z6,ep09-21:H(9S,10R) e o racemato €
identificado como Z3,Z6,ep09-21:H.7

Os feromonios tipo 0 presente em linhagens primitivas de lepiddpteros consiste em
alcoois secundérios e cetonas de cadeia curta entre sete e nove atomos de carbono como o
sem uma insaturagdo.’® Feroménios tipo 111 sio hidrocarbonetos saturados e insaturados, bem
como hidrocarbonetos funcionalizados com um ou mais ramificagdes metilicas. A diferenga
dos feromdnios tipo | e Il, o tipo Il ndo é biossintetizado nas glandulas feromonais, se nao,
aparentemente sintetizados usando como precursor um aminoacido em endcitos e depois
transportados através da hemolinfa para a glandula feromonal.”® QOutros feromdnios como
derivados terpenoides, ésteres propionato de alcodis secundarios, entre outros sdo pouco
comuns e ndo classificados em nenhum grupo.”® Uma classificacdo dos feroménios pela
taxonomia (classificacdo taxondmica do ano 2013) dos lepidopteros pode ser observada na

Figura 10.
1.9.  Feromoénios sexuais em machos de lepidopteros

Machos de lepidopteros possuem Orgdos liberadores de volateis conhecidos como
androcodnias, que estdo localizados no abdémen, tdérax, pernas e asas, variando desde simples
escamas até estruturas complexas. Muitos termos sdo usados para descrever estes 0rgaos, tais
como escamas androconiais, pelos costais, escovas, pincel de pelos (hairpencil) ou
coremata.’>’88 Em [epidopteros varios estudos tém identificado a composicdo destas
secreces masculinas em diferentes espécies.”®8% Os machos de algumas espécies de
mariposas liberam compostos com similar estrutura as feromonios Tipo | de fémeas como € o
caso de Heliothis virescens (Fabricius, 1777) (Lepidoptera: Noctuidae) que apresentam no seu
hairpencil alcoois e acetatos lineares entre 14 e 18 atomos de carbono,® além de &cidos

carboxilicos.8!



Figura 10 - Filogenia e feromdnio sexual de fémeas em lepiddpteros

o Trichoptera

ioEriocranioidea Eriocraniidae (4/29)

inNepticuloidea Nepticulidae (3/819)
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wmAdeloidea Heliozelidae (2/124)
mAdeloidea Prodoxidae (1/98)
mTischerioidea Tischeriidae (1/110)

N

mTineoidea Psychidae (4/1350)

. Grado Nonditrysian
. Grado Tineoide

. Clado Gracillarioide
. Grado ZCS

. Clado Tortricoide

. Clado Papilionoide
. Clado Gelechioide

. Clado Pyraloide

. Macroheterocera

OO UTSs WN -

[ ITipo 0

[ 'Tipo 1

B Tipo II

[ I'Tipo I1I

[ Sem clasificaciio

I Ausencia de feroménio

aTineoidea Tineidae (22/2393)
mGracillarioidea Bucculatricidae (1/297)
mGracillarioidea Gracillariidae (46/1866)

quonomeutoidea Lyonetiidae (4/204)

mYponomeutoidea Yponomeutidae (39/567)
mYponomeutoidea Ypsolophidae (5/163)
mYponomeutoidea Plutellidae (1/150)
mYponomeutoidea Acrolepiidae (6/24)
mYponomeutoidea Glyphipterigidae (3/511)
oSchreckensteinoidea Schreckensteiniidae (1/8)
oChoreutoidea Choreutidae (2/406)
mPterophoroidea Pterophoidae (23/1318)

=== Carposinoidea Carposinidae (9/283)

mTortricoidea Tortricidae(525/10387)
oSesioidea Sesiidae (107/1397)

—mZygaenoidea Limacodidae (10/1672)
==mZygaencidea Zygaenidae (19/1036)

mCossoidea Cossidae (12/971)
mPapilionoidea Papilionidae (0/570)
mPapilionoidea Hesperiidae (0/4113)
mPapilionoidea Pieridae (0/1164)
mPapilionoidea Nymphalidae (0/6152)
mPapilionoidea Riodinidae (0/1532)
mPapilionoidea Lycaenidae (0/5201)
mThyridoidea Thyrididae (2/940)
wGelechioidea Ethmiidae (2/330)
mGelechioidea Elachistidae (2/3201)
mGelechioidea Oecophoridae (20/3308)
mGelechioidea Gelechiidae (70/4700)
nGelechioidea Stathmopodidae (2/408)
oGelechioidea Lecithoceridae (2/1200)
nGelechioidea Batrachedridae (1/99)
nGelechioidea Coleophoridae (39/1386)
nGelechioidea Cosmopterigidae (14/1792)

=8 Pyraloidea Crambidae (97/9655)
=@ Pyraloidea Pyralidae (47/5921)

mDrepanoidea Drepanidae (7/660)
mLasiocampoidea Lasiocampidae (12/1952)
mBombycoidea Bombycidae (5/185)
mBombycoidea Saturniidae (18/2349)
mBombycoidea Sphingidae (18/1463)
mGeometroidea Uraniidae (2/686)

= Geometroidea Geometridae (132/23002)

mNoctuoidea Notodontidae (10/3800)
omNoctuoidea Noctuidae (404/11772)
mNoctuoidea Nolidae (6/1738)

—==Noctuoidea Erebidae (125/24569)

Nota: NUmeros entre parénteses apds taxa indicam o nimero aproximado de feroménios e
atraentes relatados, seguido pelo nimero de espécies em cada taxon.
Fonte: A arvore filogenética é adaptado de Lofstedt et al. 2016.
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Lebedeva et al. (2002) identificaram uma série de aldeidos lineares de 6 a 10 atomos
de carbonos, undecanol e a cetona 6,10,14-trimetilpentadecan-2-ona como componentes das
glandulas feromonais em asas de machos de Galleria mellonella (Linnaeus, 1756)
(Lepidoptera: Pyralidae). Outras espécies podem apresentar compostos completamente
diferentes aos encontrados em fémeas, conforme Figura 11. Mamestra brassicae (Linnaeus,
1758) (Lepidoptera: Noctuidae) apresenta benzaldeido, acido 2-metilpropanoico, &cido 2-
metilbutanoico, fenol e 2-feniletanol como componentes de seu hairpencil®” e Pseudaletia
unipuncta Haworth, 1809 (Lepidoptera: Noctuidae) tem como componentes do hairpencil
acido acético, benzaldeido e fenol.”® Os feroménios liberados pelos machos podem ser
sintetizados através das mesmas rotas biosintéticas que usam as fémeas como acontece com
os feromonios tipo |, atravez das rotas biosinteticas de acidos graxos® ou também podem ser
compostos adquiridos nas plantas hospedes destes insetos, por exemplo, os machos das
borboletas e mariposas pertencentes as Danainae, Ithomiinae e Arctiidae usam os alcal6ides
pirrolizidinicos das plantas hospedes para a producgdo do feromonio masculino.8®

Figura 11 - Estruturas quimicas e nomenclatura de feromdnios masculinos em lepiddpteros
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Chloridea virescens (Fabricius, 1777) Galleria mellonella (Linnaeus, 1756)
o [ ] "o | __on il
' I ~ .
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- OH X
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o Fenol y- Lactonas *
Me2-4:Acid ) i
M bl 1758) Ephestia elutella (Hubner, 1796)
»10\ ‘ E } %
73,76, 79-21:H (S)-Linalol W sl
Anticarsia gemmatalis Hubner, 1818 Trichoplusia ni (Hiibner 1803)

Os compostos feromonais de machos tem sido identificados cumprindo varias fungdes
bioldgicas. Durante o cortejo, machos de muitas espécies de mariposas liberam feromonios
que funcionam como afrodisiacos para fémeas coespecificas.”>® Hillier e Vickers (2011)
demonstraram que volateis liberados por “hairpencil” de Helicoverpa subflexa (Guenée,
1852) (Lepidoptera: Noctuidae) aumentam a probabilidade de sucesso de acasalamento com
as fémeas da mesma espécie. Estes afrodisiacos permitem que as fémeas entrem em repouso e

fiquem mais propensas a aceitar o cortejo do macho, indicando a sele¢do sexual das fémeas.®’
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Também foi observado que o (S)-(+)-linalool, p-cresol, e m-cresol compostos em hairpencil
de machos de Trichoplusia ni (Hubner, 1803) (Lepidoptera: Noctuidae) atraem as fémeas em

tanel de vento.”

Em Ephestia elutella (Hubner, 1796) (Lepidoptera: Pyralidae) observou-se que oS
compostos (E)-fitol e uma série de y-lactonas saturadas das glandulas feromonais das asas
atraem machos coespecificos,® enquanto que em Grapholita molesta Busck, 1916
(Lepidoptera: Tortricidae) além dos machos serem atraidos por volateis de hairpencil de
machos da mesma espécie, estes tentam copular com fémeas que estdo sendo ativamente

cortejadas por outros machos.%

Os compostos produzidos pelos machos de cada espécie também podem inibir o
acasalamento entre espécies através dos efeitos sobre o sexo masculino ou sobre as fémeas.
Esses feromonios, conhecidos como antiafrodisiacos®® s&o transferidos durante o
acasalamento e tornam as fémeas acasaladas repelentes aos machos subseqiientes®% deste
modo conferem uma vantagem seletiva direta ao macho doador, reduzindo a competicéo
espermatica. Assim, em machos, estes volateis atuam como repelentes coespecificos de
machos, para inibir a competicdo sexual,®® como acontece em machos de H. virescens, que
tentaram copular com menor freqiiéncia na presenca de extrato de hairpencil da mesma
espécie®® e, no caso das fémeas, permitem a estas diferenciar entre machos de outras espécies
pelos seus componentes volateis, indicando que a presenca seletiva por espécie destes
compostos € indispensavel para o sucesso do acasalamento. Ensaios com H. virescens e H.
subflexa demonstram que o acasalamento entre uma fémea de H. virescens e um macho de H.
subflexa ou entre uma fémea H. subflexa e um macho de H. virescens tiveram maior éxito na
presenca do extrato dos hairpencil de machos da mesma espécie. Também observaram que 0s
machos de H. virescens com ablacdo de hairpencils melhorou o acasalamento com fémeas de

H. subflexa.®

Igualmente as misturas feromonais das fémeas, a relacdo especifica entre o0s
componentes dos feromdnios masculinos é requerida para a aceitacdo do macho pela fémea,
permitindo diferenciar entre seus pretendentes ou entre machos de diferentes espécies com 0s

mesmos componentes feromonais.®®
1.10. Feromoénios sexuais de Castniidae

Estudos em procura do feromdnio sexual tem sido conduzidos unicamente nas

espécies Pasandisia archon (Burmeister, 1880) que causa sérios danos em palmas
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principalmente no mediterraneo Europeu,®” Eupalamides cyparissias (Fabricius, 1776)
presente em culturas de palmas em toda a regido da Amazonia®*® e Telchin licus (Drury,

1773), espécie de estudo neste trabalho de tese.

Sarto et al. (2012) investigaram a presenca de feroménios em extratos hexanicos
obtidos da cabeca, tdrax, asas e abdémen de ambos o0s sexos e dos ovipositores das fémeas, de
P. archon. No estudo identificaram &cidos graxos, alcoois e aldeidos. O é&cido (Z)-11-
hexadecendico, acido palmitico e acido oleico foram identificados nos extratos das asas e
torax dos machos e ovipositores das fémeas, e apresentaram atividade eletrofisiologica, No
entanto os autores consideram que a presenca dos acidos graxos em ambos 0s sexos, € a sua
auséncia em coletas de volateis da mesma espécie exclui qualquer fungdo na comunicacao

quimica.

Os compostos Z,E-farnesal, E,E-farnesal e (E,Z)-2,13-octadecadienol, presentes tanto
nos volateis coletados quanto nas extragdes com hexano das asas dos machos foram
compostos ativos em antenas de fémeas e considerados como feroménio de curto alcance
masculino em P. archon.’® O (E,Z)-2,13-octadecadienol foi reiteradamente identificado como
ferom6nio masculino da P. archon, entretanto identificado em androcénias presentes no
segundo par de pernas dos machos.!®* Um recente estudo identificou a presenca de acetato de
octadecanila, acetato de (Z)-9-octadecenila e acetato de (E,Z)-2,13-octadecadienila na

glandula da terminalia masculina.1%2

Na mariposa E. cyparissias 0s compostos geranil geraniol, octacosano e B-sitosterol
presente nos extratos de asas posteriores dos machos elicitaram resposta eletroantenografica
em antenas de fémeas.% Estes estudos com P. archon e E. cyparissias sugerem que a
comunicacdo quimica em Castniidae, talvez, esteja governada pelos volateis liberados por
machos e ndo por fémeas como ocorre em borboletas. Entretanto, esforcos sdo feitos na

tentativa de identificar o feromonio feminino, caracteristico em mariposas.

Riolo et al. (2014) identificou 24 compostos nos extratos dos ovipositores de fémeas
de P. archon com 24 horas de vida. Entretanto, nenhum desses compostos foram

eletroantenograficamente ativos em ambos 0s sexos.

Rebougas et al. (1999) analisaram extratos hexanicos de ovipositores de T. licus e
identificaram hidrocarbonetos, acidos carboxilicos insaturados e saturados, alcoois
insaturados e aldeidos. Estes extratos quando testados em bioensaios apresentaram

atratividade para os machos.
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1.11. FeromoOnios sexuais da subfamilia Herminiinae (Lepidoptera: Erebidae)

Dentro de Hermiininae reportam-sem 1000 espécies com distribuicdo latitudinal
tropical temperadas, alimentando-se de folhas e fungos.!® Espécies como a “dark-spotted
palthis moth” Palthis angulalis Hibner, 1796 é encontrada no oeste de Newfoundland, na
zona costeira de British Columbia, e ao sul da Fldrida e Texas, e a Idia aemula Hibner, 1813

encontra-se no sul de Canada, Flérida e Texas e na maior parte da Eurasia.'®

A subfamilia Herminiinae era anteriormente classificada no grupo Quadrifinae dos
Noctuideos, reconhecidos porque a maioria das espécies é atraida para feroménios do tipo 1l
ou outros que ndo sdo classificados dentro dos tipos | ou 1. A maioria dos relatos refere-se a
compostos que atraem 0s machos e alguns poucos a identificacdo do feroménio sexual da

fémea.’ 107

No norte da Florida, Landolt et al. (1996) em ensaios de campo atrairam com o
epoxido Z3,ep06,29-19:H (6S,7R) a Herminiinae Renia salusalis Walker, 1859. De igual
forma, foram testados no Vietna feromonios de tipo I, Z3,26,ep09-21:H, Z3,26,ep09-18:H,
Z3,26,ep09-19:H e Z3,ep06,Z9-19:H encontrando dentre os machos atraidos, trés espécies
pertencentes a familia Erebidae, Hypena sp. atraido por Z3,Z26,epo9-21:H; Luceria sp. atraido
por Z3,Z6,epo9-18:H; e Zanclognatha sp. por Z3,ep06,Z9-19:H.1%° Esta Gltima espécie
pertence a subfamilia Herminiinae, género que anteriormente foi reportado sendo atraido pelo
isbmero E do feroménio sexual de Lymantria dispar (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera:
Lymantriidae) (Me2,epo7-18:H).1*® Similarmente as espécies Bleptina caradrinalis Guenée,
1852 e Idia aemula foram atraidas a iscas com misturas dos epdxidos de Z3,26,Z29-21:H
(epo6; epo3; epo9), enquanto que Idia americalis (Guenée, 1854) foi atraida para mistura de
epoxidos de Z3,26,29-20:H.1!

Em 1996, Haynes et al. demonstraram que o enantibmero atraente de machos da
Herminiinae Tetanolita mynesalis Walker, 1859 é o Z3,ep06,Z9-21:H (6S,7R), em uma
mistura 1:1 com Z3,Z6,Z9-21:H e que sdo usados como alomonios pelas aranhas boleadeiras
para atrair machos de mariposas noturnas. Esta € a Unica espécie que tem sido descrita usando

o0 hidrocarboneto trieno como parte da mistura feromdnal feminina.

Em Tokyo, Ando et al. (1995;1993) observaram que machos de Adrapsa notigera
(Butler, 1879) sdo atraidos a iscas pelos epoxidos Z3,ep06,29-23:H e Z3,ep06,29-22:H,
enquanto que de Paracolax pryeri (Butler, 1879) sdo atraidos por Z3,ep06,Z9-20:H.
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A maioria dos machos da subfamilia Herminiinae sdo atraidos por compostos de
cadeias de 19 a 23 carbonos com duas insaturagdes e epdxidos cis principalmente na posicao
6, além de apenas um composto quimico ser responsavel pela atracdo na maioria das
espécies.’® A estereoespecificidade do epdéxido em alguns casos pode ser de estrema
importancia, ja que Millar et al.,(1991a) notaram que o enantidmero Z9,ep06-19:H (6R,7S) é
antagonista ao atraente sexual Z9,epo6-19:H (6S,7R) de Palthis angulalis Hiibner, 1796.

1.12. Feromoénios sexuais da subfamilia Phycitinae (Lepidoptera: Pyralidae)

Aproximadamente 5900 espécies de mariposas descritas em todo o mundo fazem parte
da familia Pyralidae e cerca de 4000 destas pertencem & subfamilia Phycitinae.” No entanto,
pouco mais que 30 feromonios sexuais de fémeas e 10 atraentes de machos tém sido
relatados.!'® Os feromonios sexuais nesta subfamilia sio geralmente Tipo I, incluindo
acetatos, alcoois e aldeidos monoinsaturados ou di-insaturados com cadeias de 12 a 16

carbonos.”®

Especies como a “traga-da-farinha”, Ephestia kuehniella Zeller, 1879, “beehive honey
moth”, Vitula edmandsii serratilineella (Ragonot, 1887), “Tobacco moth”, Ephestia elutella
(Hubner, 1796), e H. grandella usam o (Z,E)-9,12-tetradecadienol junto com o respectivo
aldeido ou acetato como mistura feromonal.'’*?! Também, junto com estes componentes, é
observado a presenca de acetatos monoinsaturados como 0 acetato de (Z)-9-tetradecenila e
acetato de (Z)-11-hexadecenila, presentes nos feromonios da “traca-indiana-da-farinha”
Plodia interpunctella (Hibner, 1813) e na “traga-do-cacau” Cadra cautella (Walker,
1863),120:122-124

Além das insaturacBes nas posicdes 9 e 12 da cadeia do composto feromonal, tem-se
observado insaturagdes na posicdo 11 e 13, como na mistura feromonal de componentes
monoinsaturados de Etiella zinckenella (Treitschke, 1832), composta por acetato de (Z)-9-
tetradecenila, acetato de (Z)-11-tetradecenila e acetato de (E)-9-dodecenila'®® e na “locust
bean moth”, Ectomyelois ceratoniae (Zeller, 1839), na qual o feromonio estd composto por
(Z,E,A)-9,11,13-tetradecatrienal, (Z,E)-9,11-tetradecadienal e (Z)-9-tetradecenal.'?8

Por outro lado, alguns estudos tém identificado misturas feromonais consistindo de
componentes Tipo | e Tipo Il. Por exemplo, a mistura feromonal da “navel orangeworm”,
Amyelois transitella (Walker, 1863), identificada como (Z,Z2)-11,13-hexadecadienal, (Z,2)-
11,10-hexadecadienol e (Z,Z,Z,Z,2)-3,6,9,12,15-tricosapentaeno,'?’1?¢ além da mistura dos
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componentes  (Z,Z,Z2,Z,2)-3,6,9,12,15-pentacosapentaeno e acetato de (Z,E)-9,11-

tetradecadienila presente em varias espécies do género Dioryctria.t2913!
1.13. Sensilas em lepidopteros

Antenas de mariposas desempenham papéis importantes na procura de hospedeiros,
alimentos, reconhecimento de parceiro e escolha do local de oviposi¢do.®? Elas variam
amplamente entre espécies em termos do seu comprimento, o tamanho global e os tamanhos
dos segmentos individuais, sendo que a segmentacéo e a presenca de estruturas caracteristicas
estdo intimamente relacionadas com as suas fungbes ecoldgicas.’®¥13* As antenas so
tradutoras de sinais, nas quais estimulos externos séo traduzidos em impulsos nervosos para o
cérebro do inseto. Esta transformacdo ocorre em drgdos presentes nas antenas conhecidos
como sensilas. Os compostos quimicos como os feroménios entram na linfa sensilar através
de poros presentes na cuticula e sdo transportados por proteinas ligantes de odores (OBPS) até
0s receptores olfativos situados no dendrito das sensilas, em que a ativacdo dos receptores
(por as moléculas dos feromdnios ou por conformacdes ativas das OBPS) inicia uma cascata

de eventos que leva a geracdo de impulsos nervosos. '3

As antenas de mariposas tém uma superficie dorsal que se constitui principalmente de
escamas e uma superficie ventral constituida por sensilas.’*” Os insetos adultos possuem
diferentes tipos de sensilas, cada uma com funcdes especificas e que desempenham papéis
importantes em varios comportamentos durante a vida adulta.’®® Estas sensilas sdo as
principais ferramentas de comunicacdo quimica dos insetos e oferecem muitas vantagens
funcionais na capacidade de um inseto de perceber e responder aos sinais ambientais,
facilitando a deteccdo de estimulos sensoriais.’®® A complexidade e abundéncia de sensilas
nas antenas das mariposas estdo ligadas intimamente com a ecologia comportamental do

inseto.140

Existem varias classes de sensilas e, dentre as mais reportadas, encontram-se as
sensilas tricdides (Figura 12a) importante para detecdo de sinais olfativos principalmente
feromdnios sexuais; sensila estiloconica (Figura 12b) e coeloconica (Figura 12c) sensiveis a
temperatura e umidade; sensilas caéticas (Figura 12d), campaniformes e esquamiformes
(Figura 12e) envolvidas nos estimulos mecanicos; sensilas caéticas também reportadas como
sensiveis a estimulos gustativos e as sensilas auricilicas (Figura 12f) sdo descritas como
sensiveis aos volateis de plantas em B. mori. As sensilas coeloconicas também foram

sensiveis a volateis de plantas.**144
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Os receptores de feromdnios em mariposas usualmente estdo ao longo das sensilas
tricdides. Estas sdo geralmente multiporosas, o que permite o acesso dos componentes

feromonais aos neurdnios da mariposa, 144146

.
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Nota: () Sensila tricdide de Spodoptera littoralis. (b) Sensila estilocénica de Catocala remissa. (¢) Sensila
coelocdnica de Helicoverpa armigera. (d) Sensila caética de C. remissa. () Sensila esquamiforme de C.
remissa. (f) Sensila auricilica Pseudaletia Unipuncta.
Fonte: Lavoiedornik & Mcneil (1987); Binyameen et al. (2012); Diongue et al. (2013); Zheng et al. (2014) .
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1. ABSTRACT

The giant sugarcane borer Telchin licus (Drury, 1773) (Lepidoptera: Castniidae) is a
day-flying moth pest of sugarcane, pineapples and bananas. To contribute to the
understanding of chemical communication in this species, we report the morphology of its
olfactory system and study the chemical composition of its body extracts scent-producing
organs. The ventral surface of the clubbed antennae of T. licus has six morphological types of
sensilla: sensilla trichoid, basiconic, chaetic, squamiform, choeloconic, and auricillica. The
telescopic ovipositor shows no evidence of a sexual gland, and no female-specific compound
has been identified. On the other hand, the mid-leg basitarsus of males releases (E,Z)-2,13-
octadecadienol and (Z,E)-2,13-octadecadienol, which are electroantennographically active in
both sexes. These compounds are known female sex pheromones in the Sesiidae family and
male pheromones in the Castniidae family. Thus, we suggest that they serve as short-range
pheromones in T. licus, although further investigations are necessary to elucidate the
biological implications of these compounds in an ecological context.

2. INTRODUCTION

The giant sugarcane borer Telchin licus (Drury, 1773) (Lepidoptera: Castniidae) is
distributed throughout Central and South America [1-6]. Its larvae feed on the stems and
rhizomes of sugarcane, pineapples and bananas [7,8], and mainly causing severe agricultural
issues in sugarcane crops [6,9]. Castniidae occur in the Neotropical region, Southeast Asia
and Australia. The species present in Asia and Australia are commonly known as "sun
moths", while species that reside in the Neotropical regions are often referred to as “butterfly
moths” [10,11]. These denominations came from the habit of day-flying activity and usually
exhibit features that resemble butterflies such as clubbed antenna, apposition eyes, colored

broad wings and slender bodies [12-14].

Currently, Castniidae are part of the Sesioidea superfamily, forming a clade related to
the Sesiidae and Brachodidae families [15,16]. However, there are discordant debates about
the close relationship between Sesiidae and Castniidae, so the systematic position of the

Castniidae family is not clearly resolved [17].

The reproductive behavior of Lepidoptera is largely related to the diurnal or nocturnal
habits of these individuals. Chemical communication in moths during mating usually consists
of the release of long-range sex pheromones by females to attract conspecific males. Males, in

turn, when close enough to the female, release short-range pheromones that act as an
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aphrodisiac to facilitate copulation [18,19]. Day-flying butterflies, on the other hand, make
extensive use of visual cues to attract the opposite sex, while males release short-range

pheromones within the reach of females [20-22].

It has been claimed that moths from the Castniidae family also utilize visual and
chemical signals similarly to butterflies [13,14,23]. Previous studies reported that females of
Paysandisia archon (Burmeister, 1880) (Lepidoptera: Castniidae) have apparently lost the sex
gland responsible for the production of long-range sex pheromone in an evolutionary context
[13,22,24], and in addition, releasing structures have been identified in males of P. archon
[25-27].

Few investigations aimed at elucidation of the underlying chemical communication in
T. licus have been carried out so far. Reboucas et al. (1999) speculated about the existence of
a putative pheromone released by female ovipositors, since hexane extracts elicited male
responses in bioassays. However, ethological studies have postulated that visual and chemical
cues are needed for mating in T. licus [23].

This investigation aims to contribute to the understanding of chemical communication
in the Castniidae family through characterization of the sensilla in the antennae and scent-
producing organs in T. licus. In addition to the identification of sex-specific
electrophysiologically active compounds from female and male specimens.

3. MATERIALS AND METHODS

3.1.  Insect collection and maintenance

Larvae and pupae of T. licus were collected during the 2015-2019 period from infested
sugarcane crops at the Triunfo Agroindustrial Mill, located in Boca da Mata (9°38'27.6°S,
36°13'12"W), and at the Santo Anténio Mill, located in S8o Luis do Quitunde (9°19'5.7"S,
35°33'39.2"W), which are both in the state of Alagoas, Brazil. The larvae were individualized
in Petri dishes and fed with sugar cane until reaching the pupal stage, at which point they
were separated males and females [29] and further placed in trays containing sugarcane straw
inside cages of dimensions of 2 m x 1 m x 0.6 m, and these cages were maintained at room
temperature (27.2 £ 0.4°C, 81 = 3% RH). The adults were fed with a 10% honey solution.



51

3.2.  Scanning electron microscopy

Scanning electron microscopy images were used to characterize and account for the
antennal sensilla, as well as to make observations of the male legs of T. licus. The antennae
and legs were removed from one- to two-day-old males and females previously cold
anesthetized (-20°C). Immediately after removal, the legs were immersed in a 2%
glutaraldehyde in phosphate buffer solution (0.1 M, pH 7) for 5 min, then dehydrated in a
gradient series of ethanol (50%, 70%, 80% and 90%, 10 min each). They were metallized
with gold at 10 mA during 8 min. Antennae and tarsi were observed using a scanning electron
microscope (Shimadzu SSX-550 Superscan) at 12 kV. The differences between the sizes of
the antennal sensilla and between males and females were analyzed using an independent
sample t test (p < 0.05) in R Software (v. 3.4.1).

3.3.  Light microscopy

We used light microscopy to study the anatomy and histology of the ovipositor (N =
4), in particular focusing on the intersegmental membrane between the 8th and 9th abdominal
segments, in which the pheromone gland is usually located in moths. After females were cold
anesthetized, the ovipositor was extracted and fixed with Bouin’s solution over 24 hours at
room temperature, followed by dehydration in a gradient ethanol series. The organs were
incorporated into paraffin wax using xylene as a transition solvent, and 5 pm sections were
obtained using a microtome (Leica RM2125 RTS). Finally, the slices were mounted on glass
slides, hydrated and stained with hematoxylin-eosin to be observed under a light microscope
(Olympus BX41). Digital images were recorded using a high-resolution digital camera
(Olympus DP25).

3.4. Compound extraction

Extracts of the thorax, abdomen, wings, legs, and genitalia were obtained from three
1- to 2-day-old virgin adults for each sex. Each organ was separated from the body of the
previously cold anesthetized insects and immersed in hexane for 30 min. The volume used for
each extract was adapted to cover the entire sample (2 mL for thorax, abdomen, wings
extracts and 200-500 pL for the other extracts). The extracts were then purified by filtration

on a silica gel column and concentrated with a nitrogen flow to 200 pL.

3.5.  Electroantennogram recordings
Electroantennographic (EAG) responses of antennae from 1- to 2-day-old males and

females were investigated with the body extracts, using hexane as negative control. Then, 10
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pL of each treatment was placed on a strip of filter paper inside a glass pipette, and EAG
recordings were obtained from one insect for each treatment. The magnitude of the antennal
response was measured using Syntech EAGPro 2.0.2 (Syntech, Netherlands), and the air flux
was generated with a Syntech CS-55 controller with a 0.5 s pulse duration. Comparison
between the treatments and control was conducted using a Mann-Whitney test (p< 0.05) in R
Software (v. 3.4.1).

3.6. Chromatographic analyzes

Gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS) was used for structural
elucidation of the compounds present in the extracts. A gas chromatograph coupled to a mass
spectrometer (Shimadzu QP2010 Ultra) equipped with an Rtx-5 column (30 m x 0.25 mm X
0.25 um, Restek®) was used under the following chromatographic conditions: 50°C (5 min
hold), thereafter heating at 15°C/min until reaching 220°C, followed by heating at 4°C/min to
250°C (20 min hold). Then, 1 pL of each extract was injected in splitless mode at 250°C, with
helium as the carrier gas (1.5 mL/min). The mass spectrometer was operated with electron
impact ionization (70 eV) in scan mode between 35 to 500 m/z. The ion source remained
constant at 200°C and the interface at 250°C. The identification of compounds was performed
by comparing each mass spectrum and Kovats index with authentic standards and/or by
comparison with the NIST08, NIST08s and WILEY 229 databases.

The mid-leg extracts sectioned into the femur, tibia, basitarsus, tarsus and claw (N = 3)
were analyzed by gas chromatography with flame ionization detection (GC-FID) in a
chromatograph (GC-2010 Shimadzu, Kyoto, Japan) equipped with an Rtx-5 column (30 m x
0.25 mm x 0.25 um, Restek®). The oven was programmed from 100°C to 250°C at 15°C/min
(5 min hold). Then, 1 pL of the standard solution was injected in splitless mode at 250°C,
using hydrogen as the carrier gas, with a flow of 1.0 mL/min. The mixture of (E,Z)-2,13-
octadecadienol (E2,Z13-18:0H) and (Z,E)-2,13-octadecadienol (Z2,E13-18:0H) in the legs
and hindwings extracts was quantified using a calibration curve of (E2,Z13-18:0H). Mid-leg
extracts as well as E2,713-18:0H and Z2,E13-18:0H solutions (200 pg/mL) were analyzed in
an Rtx-Wax column (30 m x 0.25 mm x 0.25 um Restek®). The oven was programmed from
120°C to 240°C at 8°C/min (5 min hold). Then, 1 pL of the standard solution was injected in
splitless mode at 240°C, using hydrogen as the carrier gas, with a flow of 1.0 mL/min.

An extract of mid-legs was derivatized at 40°C overnight in a mixture of dimethyl
disulfide (DMDS) (50uL) and a THF solution of iodine (60 mg/mL, 5 pL). The DMDS
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adducts obtained were analyzed by GC-MS using the abovementioned chromatographic

parameters.

Gas chromatography coupled to electroantennography (GC-EAD) was used to analyze
the electrophysiological activity of body extracts and synthetic Z2,E13-18:0H and E2,Z13-
18:0OH solutions (200 pg/mL for standards) against those antennae from 1- to 2-day-old
insects (N = 3). A gas chromatograph (Schimadzu, GC-2010) equipped with an Rtx-5 column
(30 m x 0.25 mm x 0.25 um, Restek®) was used for the analyses. The same chromatographic
parameters described above for GC-FID runs were used for GC-EAD analyses. The column
effluent was split with a Y-connector into two 0.25 mm-di branches, with one branch towards
the FID at 300°C and the other toward a heated transfer line (200°C) with a connection to the

releaser capillary glass. The effluent from the capillary glass was diluted with humidified air.

The antennae were removed from insects previously cold anesthetized, and the last
flagellomeres were cut before placing them on Ag electrodes containing conductive gel
Spectra 360 (Parker lab. Inc., Hellendoorn, Nederland). The clubs of the antennae were
subsequently positioned perpendicularly to the air flow coming from the capillary. The
amplification of the electrical signals was performed in a high-impedance amplifier (IDA-4,
Syntech Hilversum, Netherlands) and analyzed using the program Syntech GC-EAD32
version 4.6, 2008. A single antenna of an insect was used for each test.

3.7.  Standards

The linear (C7-C30) hydrocarbons, squalene, nonanal, (E)-2-nonenal, (E)-2-decenal
decanal, (E,Z2)-2,4-decadienal, nonanol, dodecanol, tetradecanol, hexadecanol, octadecanol,
docosanol, nonanoic acid, dodecanoic acid, myristic acid, palmitoleic acid, palmitic acid,
linoleic acid, oleic acid, and geranyl acetone were purchased from Sigma-Aldrich, and 2,13-
octadecadienol diastereomers were kindly donated by Dr. Wittko Francke from the University

of Hamburg.
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4. RESULTS
4.1.  Morphological analysis of antennae

The antennae of both sexes of T. licus are clubbed (Fig 1) and consisted of three
segments: the scape, pedicel and flagellum, with the latter composed of 62-69 flagellomeres
that end up as an apiculus (Fig 2a and 2b). The surfaces of the scape, pedicel and the first
flagellomeres are covered with overlapping scales (Fig 2c). The lengths of the antennae and
scapes of males were longer than those of females (p < 0.05; Table 1). The flagellomeres are
subcylindrical, gradually flattening up to the clubbed region, and their number was not
significantly different between the sexes. The last flagellomere is more elongated and forms

the apiculus that exhibits the largest trichoid sensilla in the antenna.

Fig 1. The giant borer of sugarcane Telchin licus.

Female and male T. licus as seen from the dorsal side. The apparent difference in the size of the male and female
specimens in this illustration does not represent any form of sexual dimorphism.
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Fig 2. General morphology of male and female Telchin licus antennae.
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Microphotographs showing the (a) apiculus; (b) club; (c) antenna base with scape (S), pedicel (P) and the first
segments of the flagellum (F1); and (d) flagellum composed of a ventral (Vs) and a dorsal (Ds) surface, with

distribution of squamiform (Sq) and chaetic (Ch) sensilla. (e) Trichoid sensilla (T1, TII). (f) Basiconic sensilla
(B) and chaetic sensilla (Ch). (g) Coeloconic sensilla (Co). (h) Auricillica sensilla (A). (i) Squamiform sensilla

(S9).

Table 1. General characteristics of male and female Telchin licus antennae

Antenna length Scape Pedicel No. of
(nm) Length (um) Width (um) Length (um) Width (um)  flagellomeres

¢  18180.1+£252.3 5272+ 36.8 662.8+46.6 3259+19.1 278.6+15.2 67+ 2

4 19805.7 +338.4* 770.2+74.6* 7843+68.8 320.1+416 421.9+59.6* 64+ 2

Values are presented as the means + SEM. Differences between the means for the sexes in each column followed
by * are significant (p < 0.05; independent-sample t-test, N = 5 per sex).
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The flagellum has dorsal and ventral surfaces. The dorsal surface is covered with
scales and some squamiform sensilla spread between the scales (Fig 2d). On the other hand,
an abundant distribution of sensilla can be found on the ventral surface. The length of the
flagellar segments decreased from the base to the apex (from 375.6 + 1.1 um between the 5™
to the 20" flagellomeres to 54.7 + 0.6 pm in the last five segments, N = 5), while the width
was prominent in the clubbed area (625.9 + 27.8 um in females and 757.1 = 19.9 pm in males

between 45" to 50™ flagellomeres, N = 5 per sex).

Six morphological types of sensilla were observed on the ventral surface of the
flagellomeres from female and male T. licus, namely, trichoid, basiconic, chaetic,
squamiform, coeloconic and auricillica. The trichoid sensilla are the most abundant type of
sensilla in the antennae of T. licus. We observed two subtypes, trichoid I and trichoid 11 (T,
and Ty), according to the substructure of the surface and the length (Fig 2e). The T, sensilla
are distributed throughout the ventral surface, except for on the first segments of the antenna.
They exhibit a round base with a long cylindrical axis that decreases towards the tip, being
slightly curved towards the apex. Their surface has loop-shaped annular grooves inclined
toward the tip (Fig 2e). In addition, the T, lengths differ between sexes, as shown by their
values of 46.4 £ 0.8 um in females and 43.5 £ 1.1 um in males (p < 0.05, Table 2). Ty are less
abundant than T), and they are initially distributed between the 18" and the 20" flagellomeres,
reaching maximum density in the clubbed area between the 40'" and 50" flagellomeres. Their
morphological features include a smooth cuticular surface and a cylindrical axis. For
comparison purposes, the length of Ty is approximately three times smaller than that of T,
(Table 2).
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Table 2. Morphological features of male and female Telchin licus antennal sensilla.
Sensilla type Gender Length (nm) Basal width (um) No. of sensilla/100pm?

Q 46.4 +0.8* 43+0.1 207 +24
S. trichoid |
3 435+1.1 43+0.2 200+2.1
o Q 17.1+0.7 26+0.1* 6.7+0.3
S. trichoid 11
3 16.7+0.5 21+0.1 77+x1.2
o Q 27.8+0.7 3.0+0.1 6.0+ 0.6
S. basiconic
3 26.8 +0.7 28+0.1 43+07
_ Q 38.7+2.3* 99+0.3 1.0+0.0
S. chaetic
3 203+1.6 96+0.3 1.0+0.0
_ Q 774+20 3.6+0.1 1.0+0.0
S. squamiform
3 719+2.1 3.3+0.2 1.0+0.0
) Q - 11.1+0.8 53+1.2
S. coeloconic
3 - 11.0+04 6.0+15
Q 11.1+0.3 25+0.2 3.7+1.2
S. auricillica
3 13.8 +0.3* 27+0.1 3.7+0.9

Values are presented as the means £ SEM. Differences between the means for the gender in each column
followed by * are significant (p < 0.05; independent-sample t-test, N = 12 per type of sensilla). The number of
sensilla was quantified in areas of 100 um? in the club (N=5 per sex).

The basiconic sensilla (Fig 2f) appear to have the same distribution as that of Ty. The
axis is cylindrical with a conical end and is slightly curved toward the tip of the antenna. No

sexual dimorphism was observed for these sensilla.

One to three chaetic sensilla are distributed in the flagellum from the 14" to 16"
antennal segment (Fig 2d). These sensilla have a sharp, pointed shape and a broad base and
are surrounded by a round collar, typically being vertical or with a slope of 60° toward the
surface of the antenna. The length is slightly shorter than that of Ty, and the cuticle is rough
with longitudinal grooves (Fig 2f). Those sensilla are longer in female individuals (38.7 £ 2.3
pm in females and 29.3 = 1.6 um in males, p <0.05, Table 2).

One to six coeloconic sensilla in each flagellar segment are mainly distributed in the
clubbed area of the antenna, which are composed of 11-14 small smooth spiked structures

with a circular base that surrounds a central sensilla (Fig 2g).
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The auricillica sensilla are less abundant and they are spread mainly through the sides
of the flagellomeres around the scales. These sensilla are bent towards the apex and are
almost parallel to the surface of the antenna. They have a smooth cuticular surface with the
appearance of a leaf (Fig 2h), being larger in the male antenna than the female (11.1 £ 0.3 um

in female and 13.8 £ 0.3 um in male, p <0.05; Table 2).

Squamiform sensilla are distributed on the dorsal surface of the flagellum and are
covered with scales (Fig 2d). There is greater density between the 10" and 30" flagellomeres,
with these sensilla being absent from the end of the club. They are elongated and flat with
grooves arranged longitudinally, similar to the texture of the scales but of smaller length and
width (Fig 2i).

4.2.  Morpho-histological analysis of the ovipositor

T. licus has a telescopic ovipositor formed by the last three abdominal segments. The
8" segment is highly sclerotized uromere (length 3.27 + 0.04 mm, N = 4) forms the base of
the ovipositor, while the ninth and tenth uromeres are fused (length 3.26 = 0.05 mm, N = 4).
The apical part forms the anal papillae, which in turn are characterized by the abundant
presence of long sensilla (length 655 = 5 um, N = 12). The ninth and tenth uromeres are

connected to the eighth through an intersegmental membrane (length 3.24 £ 0.03 mm, N = 4).

The entire surface of the ovipositor is smooth, and a pair of apophyses appears
laterally from the anal papillae and fuses to the intersegmental membrane up to the eighth
uromere (Fig 3a). In the resting position, the ovipositor is completely retracted under the
abdomen. Histological sections on the intersegmental membrane show a tegument from a
thick cuticle on a single layer of cuboidal epithelial cells resting on a thin basement
membrane. The apodemes are surrounded by a layer of cubic epithelium followed by muscle
tissue. The proctodeum is also surrounded by muscle cells. Furthermore, the intersegmental
membrane contains a trachea and a high amount of connective tissue surrounded by hyaline

eosinophilic fluid (Fig 3b and 3c).
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Fig 3. Morpho-histological features of the ovipositor of Telchin licus.

(a) Dorsolateral view of the ovipositor of T. licus showing the 8th uromere, intersegmental membrane (IM), and
9th and 10th uromeres. (b) Cross-section of intersegmental membrane showing the tegument (T), muscles (M),
proctodeum (Pr) and apodemes (Ap). (¢) Enlargement of the cross-sectional area of the intersegmental
membrane showing the trachea (Tq), adipose tissue (A) and hyaline eosinophilic fluid (*).

4.3.  Chemical composition of T. licus body extracts

Saturated and monounsaturated hydrocarbons, mainly as long chains (>20 carbons),
are the major compounds in the body extracts of females and males of T. licus. These
hydrocarbons correspond to 56% and 64% of the total composition of females and males,
respectively. Saturated, mono- and diunsaturated aldehydes with chains of from 8 to 26
carbons were identified with relative abundances of 10% in females and 2% in males. In
addition, we managed to identify saturated alcohols with chains ranging from 9 to 26 carbons
and Z2,E13-18:0H and E2,Z13-18:0H, present mostly on the male legs. Seven carboxylic
acids, two ketones, two esters and three terpenoids are the minor components in the extracts.
A total of 76 compounds was identified (Table 3).



Table 3. Composition of male and female body extracts of Telchin licus.
Female

Male
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KI? Compound AB TX HW FW L G  AB TX HW FW L G
HYDROCARBONS M* B M*18

1202 Dodecane 170 57 Std + + +

1301 Tridecane 184 57 Std + + + + + +

1401 Tetradecane 198 57 Std + + + + +

1493 Pentadecene 210 69 + + + +

1501 Pentadecane 212 57 Std + + + + + +
1566 Metil- pentadecane” 226 57 + +
1602 Hexadecane 226 57 Std + + + +
1702 Heptadecane 240 71 Std + + + +
1802 Octadecane 254 71 Std + + + o+ o+
1901 Nonadecane” 268 57 Std + +
2001 Eicosane 282 71 Std + + + + o+ o+
2101 Heneicosane 296 71 Std + + + + + + + o+
2201 Docosane 310 71 Std + + + + +
2302 Tricosane 324 57 Std  ++  +++ A+ A A+ + +++  +
2402 Tetracosane 338 71 Std + + + + + + +
2497 Pentacosene” 350 97 +

2502 Pentacosane 352 57 Std  +++  +++ A+ A+ + + o+
2598 Hexacosene? 364 97 +

2602 Hexacosane 366 71 Std + + + + + o+ + o+
2703 Heptacosane 380 71 ) (o R +H+ +
2802 Octacosane 394 71 Std  + + + + + 4+ + + + o+
2900 Nonacosane 408 71 Std 4+ e+ + o + ++ o+ +
ALDEHYDE

1001 Octanal 128 43 110 + + + + +

1103 Nonanal 142 57 124 Std ++ + + + o+ + + + + +
1161 2-Nonenal 140 70 122 Std + + + + + +

1205 Decanal 156 43 138 Std + + + + o+ o+ + +
1263 2-Decenal 154 70 136 Std + + + + + +

1296 2,4-Decadienal® 152 81 Std + +

1307 Undecanal 170 43 152 + + + + + + + + +
1319 Decadienal 152 81 + + + + +

1366 Undecenal 168 70 150 + + + + + + +

1410 Dodecanal 184 43 + + + + + + + + +
1513 Tridecanal 198 43 + + + + + + +

1615 Tetradecanal 212 43 + + + +

1675 Tetradecenal® 210 41 192 +

1716 Pentadecanal 226 82 208 + + + + + o+ o+ + + + o+
1806 9-Hexadecenal 238 55 +

1818 Hexadecanal 240 82 i + + +
1900 Heptadecenal 252 41 234 +

1921 Heptadecanal 254 82 236 + +
2001 9-Octadecenal? 266 55 248

2022 Octadecanal 268 82 250 + o+ +

2126 Nonadecanal® 282 82 264

2227 Eicosanal® 296 82 278 +

2430 Docosanal® 324 82 306

2531 Tricosanal® 338 82 320

2631 Tetracosanal 352 82 334 +

2834 Hexacosanal 380 82 362
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Female Male
KI? Compound b AB TX HW FW L G AB TX HW FW L
ALCOHOLS M* B M*18
1170 Nonanol 144 43 Std  + + + + + o+ +
1372 Undecanol® 172 55 154 + + +
1474 Dodecanol® 186 43 168 Std + + o+
1676 Tetradecanol 214 43 196 + o+ + + + +
1880 Hexadecanol 242 83 224 Std + + + 44 + + o+
2075 Octadecanol 270 83 252 i + + o+
2084 (Z,BE)/(E,Z)-2,13-Octadecadienol 266 55 248 sStd + + +
2296 Eicosanol® 298 97 280 +
2396 Heneicosanol® 312 97 294 +
2494 Docosanol 326 97 308 Std + o+ + +
2596 Tricosanol® 340 57 322 +
2698 Tetracosanol® 97 336 P ++
2878 Hexacosanol® 97 364 + 4
CARBOXILIC ACIDS
1259 Nonanoic acid 158 60 Std +
1554 Dodecanoic acid 200 73 Std +
1752 Tetradecanoic acid 228 73 Std +
1939 (Z)-9-Hexadecenoic acid 254 69 Std + +
1956 Hexadecanoic acid 256 73 Std + o+ + o+
2131 (Z,2)-9,12-Octadecadienoic acid 280 67 Std +
2137 (Z)-9-Octadecenoic acid 282 55 Std + + +
KETONES
1192 2-Decanone 156 43 + + +
1699 2-Pentadecanone 226 43 + + + o+ o+ +
ESTERS
1924 Methyl hexadecanoate 270 74 Std + + o+ +
2006 Hexadecanyl acetate 284 43 + + o+ + +
TERPENOIDS
1455 Geranyl acetone 194 43 Std  + + + o+ + o+ +
1845 Trimethyl tridecatrienal 248 69 + + +
2827 Squalene 410 69 Std +  + 4+ 4+ 44 + o+ +
a Kovats index on a Rtx-5 column.

b Std, identification based on standard

M+: Molecular ion peak; B: Base peak; M+-18: Molecular ion peak - H,O

Relative abundance in the abdomen (AB), thorax (TX), hindwings (HW), forewings (FW), legs (L) and genitalia (G).
+ Relative abundance < 0.5%

++ Relative abundance 0.5% - 1%

+++ Relative abundance 1% - 5%

++++ Relative abundance 5% - 12%

The mixture of Z2,E13-18:0H and E2,Z713-18:0H was identified in a higher
concentration from the mid-leg extract of males (S1 Fig) more specifically, from mid-leg
basistarsus (Fig 4). The total quantity of these compounds in the basistarsus extracts was
calculated to be 50.4 + 25.8 ug/male (N = 3). Morphologically, the mid-leg basitarsus of
males and females differ significantly in length (3.26 £ 0.04 pm in females and 3.78 £+ 0.03
pm in males, p<0.05, N = 5) and in width (0.58 £ 0.02 pm in females and 0.77 + 0.03 um in
males, p< 0.05, N =5) (S2 Fig).
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Fig 4. Chromatogram of mid-leg segments of male Telchin licus.
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Chromatogram showing the presence of Z2,E13-18:0H and E2,213-18:0H (highlighted) and the amount of the
diasteroisomers mixture in each mid-leg segment per male (means = SEM). GC-FID equipped with the capillary
column Rtx-5.

The coelution of Z2,E13-18:0H and E2,713-18:0H was observed in low-polarity
column (Rtx-5), however in polar column (Rtx—Wax ) these can be differentiated (Table 3). In
the basitarsus extracts of male mid-legs, these alcohols were found as a mixture at 20:80 ratio,

respectively (Fig 5a).

The mass spectrum of E2,713-18:0H in the mid-legs showed a small molecular ion
peak of m/z 266 (0.1% M™) and the m/z 248 ion peak (5.4%) corresponding to the loss of a
water molecule [M*-18]. The base peak corresponds to the cation [CH2CH(CHz)2]* of m/z 55
(100%). The molecule undergoes rearrangement and the migration of hydrogen, leading to the
formation of a series of homologous [CH2(CH)3(CH2)]* cations that generate m/z 109
(29.0%), m/z 95 (51.8%), m/z 81 (79.4%) and m/z 67 (80.7%) ions. Moreover, dehydration
leads to the formation of a three-double bond fragment series of homologous
[CH2(CH)4(CH2)n]" cations, resulting in m/z 233 (0.3%), m/z 219 (2.2%), m/z 205 (2.3%) and
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further sequential losses of methylene radicals (Fig 5b). The analysis of DMDS adducts from
the extract led to observation of the fragments m/z 74 (100%), m/z 117 (21.3%) and m/z 319
(7.5%), which, in turn, confirmed the position of the double bond at C(2) and C(13) in 2,13-

octadecadienol (Fig 5c¢).

Table 4. Kovats indices for synthetic and natural 2,13-octadecadienol diastereoisomers in different polarity
columns

Rtx-5 Rtx-Wax
E2,E13-180H 2080 2666
Z2,E13-180H 2083 2665
E2,713-180H 2083 2672
Z2,713-180H 2085 2671

: 2664
Mid-legs 2084 2672

Fig 5. Configuration assignment of 2,13-octadecadienol in the mid-legs from male Telchin licus.
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(@) Chromatograms of the mid-legs extract of male T. licus, Z2,E13-18:0H and E2,713-18:0H. GC-FID
equipped with the capillary column Rtx-Wax. (b) Mass spectra (El) of (Z,E)/(E,Z) 2,13-octadecadienal in male
mid-legs and (c) corresponding DMDS adducts. Each spectrum shows diagnostic fragment ions, and the adducts
show the fragment ions produced by cleavage of the bond between the sulfur-substituted carbons, indicating
position 2 and 13 of the double bonds.

4.4. EAG Analysis

Extracts of the hindwings and legs of T. licus males showed significantly different
EAG responses in female and male antennae when compared to the control (0.39 £ 0.04 mV
in males and 0.27 £ 0.03 mV in females versus male hindwings and 0.34 £ 0.02 mV in males

and 0.23 + 0.04 mV in females against male legs, p< 0.05, N = 8 per sex) (Fig 6). On the
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other hand, female body extracts did not trigger responses with significant differences in the

antennae of either gender when compared to the negative control (hexane).

Fig 6. Electroantennographic responses to male body extracts of Telchin licus.
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Mean (x SEM) electroantennographic responses for the antennae of male(a) and female(b) of
T. licus to male body extracts. Bars surmounted by (*) were significantly different compared

to hexane (p< 0.05; Mann-Whitney test).

Analysis by GC-EAD showed that only Z2,E13-18:0H or E2,Z13-18:0H in the male's
mid-legs has constant electroantennographic activity in female and male antenna. However,
the low concentration of Z2,E13-18:0H or E2,Z13-18:0OH in male hindwings (0.3 £ 0.1 pg
per male, N = 3) just elicited a response in females (Fig 7a and 7b). Additionally, the
diastereoisomers Z2,E13-18:OH and E2,Z713-18:0H (authentic standards) showed

electroantennographic activity in both sexes (Fig 7c and 7d).
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Fig 7. Electroantennograms of male and female antenna of Telchin licus.
LAD a EAD b

M 'ﬁ A o
?’q
I oS

80 90 100 110 120 130 140 80 90 100 110 120 130
Retention timeg {min) Retention time (min)

EAD | c EAD d
o \"V‘*’W{W g W‘W’J%VW‘\J‘ MUL

il o T A A T
o Z2.E13-18:0H | FID  E2,Z13-18:0H
800 90 100 L0 120 130 140 20 90 10 110 120 130 140
Retention time (min) Fetention time (min)

(a) Male mid-legs. (b) Male hindwings. (c) Z2,E13-18:0H.(d) E2,Z13-18:0H. GC-EAD
equipped with the capillary column Rtx-5.

5. DISCUSSION
5.1. Morphological analysis of antennae

Antennae are the primary sense organs specialized for detecting odorant molecules in
insects. These chemical signals are involved in sexual communication and are indispensable
for Lepidoptera mating behavior. Our morphological analyses verified that the clubbed
antennae in both sexes of T. licus are similar to the antennae of other moths in Castniidae and
Sesiidae [12,13,30-32], as well as to those of butterflies from Hesperiidae and Papilionidae
[33,34].

The arrangement of the antennae, with a ventral surface filled with numerous sensilla
and a dorsal surface covered with overlapping scales, has been speculated as a physical
protection barrier for the sensilla [35] and a mechanism by which to trap and concentrate
odorant molecules [36]. The insects groom their antennae with specialized cleaning structures
to enhance olfactory acuity [37], as observed for P. archon [24]. Similar structures denoted as

epiphyses in the fore-legs of T. licus might carry out this same function (S2 Fig 8).
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Previous investigations in Lepidoptera specimens have shown the presence of pores in
antennae sensilla cuticles, a feature that correlates to a chemoreception role [38], although we
did not observe pores for T. licus sensilla. Further ultrastructural studies will be necessary to

verify the porosity of its sensilla and wheter they may be associated with olfaction in T.licus.

The subtype T, of sensilla was the most abundant on the antennae of T. licus. Its
biological function in Lepidoptera is directly related to the reception of sex pheromones [39]
as observed in the vine root borer Vitacea polistiformis (Harris, 1854) (Lepidoptera: Sesiidae)
[40]. On the other hand, Ty has been shown to be active when exposed to volatiles of plants
[41] or to the cospecific sex pheromone in Chloridea virescens females (Fabricius, 1777)
(Lepidoptera: Noctuidae) [42].

The olfactory receptors present in the basiconic sensilla also respond to host volatiles
or pheromones [41,43]. For instance, the female basiconic sensilla have receptors for the male

pheromone in Utetheisa ornatrix (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Erebidae) [44].

The coeloconic sensilla have receptors specialized for the detection of host volatiles
and mediate the choice of the place of oviposition [45,46]. However, in T. licus, as in P.
archon [32], these sensilla are recessed on the antenna surface on the sides around the scales,
which is not ideal for receiving chemical stimuli but is probably a necessary adaptation to
avoid desiccation [47], since thermohygroreceptor functions have also been reported for this
type of sensilla [48].

The olfactory function of the auricillica sensilla is diverse in Lepidoptera. In
Scoliopteryx libatrix (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Erebidae) the olfactory receptors of these
sensilla play a role in the detection of plant volatiles [49], but in Eriocrania spp.
(Lepidoptera: Eriocraniidae), they also contain receptors for sex pheromones [50]. Further
molecular and electrophysiological investigations are necessary to elucidate the biological

function of each sensilla herein reported in T. licus.

The morphological differences observed between the antennae of females and males T.
licus are subtle, so that T. licus is expected to have a generalist olfactory system. The diurnal
habit of this species and the use of other communication cues such as visuals may allow a
less-complex olfaction system than those required by moths with crepuscular or nocturnal
habits, as these moths rely heavily on smell to find food and oviposition sites and, especially,

to detect low concentrations of sex pheromones.
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5.2. Morpho-histological analysis of the ovipositor

In moths, sex pheromones are usually produced by the female sexual gland. This is
commonly located between the 8th and 9th abdominal segment in the intersegmental
membrane. During the calling behavior, this glandular area is exposed, and the pheromone is
released [51]. However, female Castniidae apparently lack a calling behavior. Riolo et al.
(2014) observed ovipositor extrusion in P. archon, but concluded that this behavior might be

involved in the female physiological state of egg loading or in thermoregulation activity.

The ovipositor surface of T. licus does not exhibit structural modifications
(protuberances or grooves) in the intersegmental membrane, a feature that is usually present
in moth pheromone glands [52,53]. In our histological investigation, we observed the
presence of eosinophilic hyaline fluid, probably hemolymph, due to its mechanical utility in
ovipositor movements of eversion and retraction of the intersegmental membrane [54].

Additionally, we found no evidence of glandular cells.

There are few studies examining evidence of gland-releasing pheromones in
Castniidae. Histological and morphological analyses of the ovipositor of P. archon revealed
the absence of glandular cells [13,24], just as we observed for T. licus. Despite these findings,
other scent-producing organs in Lepidopteran males have been described. In many species,
scent-producing organs are located in the abdomen, thorax, legs and wings. Such organs range
from simple scales and tufts of hair to complex eversible structures [55].

The volatile secretions emitted by these organs have been described [18,56-58], and
often, these compounds occur exclusively when the male is close to the female, thus being
considered important in courtship behavior [55]. In Castniidae, males exhibit several

androconia, with most located in the abdomen and legs [59].

5.3.  Chemical composition of T. licus body extracts

In the search for scent-producing organs, which release pheromones used for
intraspecific chemical communication in T. licus, hexane body extracts of both sexes were
tested in electrophysiological analyses, and our results revealed that the male hindwings and
leg extracts had clearly differentiated activity in females and males antennae (Fig 6). In this

way, males would be responsible for the release of semiochemicals in this species.
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Chemical analysis revealed a wide diversity of compounds in the extracts, among
which linear hydrocarbons with chains between C12 and C29 were the most abundant
compounds. These hydrocarbons are commonly present in the cuticles of insects [60],
fulfilling various biological functions such as protection, serving as male sex pheromones

[61,62] and serving as short-range stimulant compounds [63].

In the Castniidae family, a series of linear saturated hydrocarbons of 14 to 17 carbon
atoms was identified in the ovipositor of P. archon [24], and a series of 21 to 27 carbon atoms
was reported in a previous study of the T. licus ovipositor [28], but no electrophysiological

activity has been found for these compounds.

Low-molecular weight aldehydes including the nonanal and decanal distributed
throughout the body of male and female T.licus have also been reported as abundant
compounds in the ovipositor of P. archon [24]. Moreover, fatty acids are common in body
extracts of insects [64]. Palmitic, palmitoleic, linoleic and oleic acids were previously
reported in T. licus [28], although only palmitic and oleic acids were found in P. archon
females [13,24]. The nonanoic and dodecanoic acids identified on wings of T. licus males
were previously reported as being part of the androconia compounds in the species Amauris
spp. (Lepidoptera: Nymphalidae) [65] and Papilio spp. (Lepidoptera: Papilionidae) [66].
These short-chain carboxylic acids exhibit strong antimicrobial activity [67] and may
therefore be suggested as defense compounds in T. licus.

Methyl hexadecanoate and hexadecanyl acetate were found mainly in the legs and
wings of T. licus males and females. The biological roles of these esters may be diverse, since
hexadecanyl acetate was reported as one of the male wing compounds that facilitates
courtship in Lycaeides argyrognomon (Lepidoptera: Lycaenidae) [68], in addition to being

described in the male pheromone glands of C. virescens [69].

Minor compounds in T. licus such as geranyl acetone, squalene, 2-decanone and 2-
pentadecanone were previously described in Lepidoptera. Geranyl acetone was found in the
ovipositor of P. archon [24] and in another castnid, Eupalamides cyparissias (Fabricius,
1776), whose antennae showed an electrophysiological response to another geranyl derivative
in male hindwing extracts [70]. Squalene is a compound that is only absent from the female
genitalia of T. licus. This terpene is biologically important since it serves as a biosynthetic

precursor of cholesterol. As expected, it is also in the body extracts of lepidopteran species
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[66,71]. For instance, 2-pentadecanone has been reported in the ovipositor of Acleris minuta
(Robinson, 1869) (Lepidoptera: Tortricidae) [72], and other ketones have been determined as

part of the composition of androconia in species of the genus Amauris [65].

Although several compounds were identified and could serve as putative pheromones
on the basis of their similarity to type | female sex pheromone structures, only male hindwing
and leg extracts showed in common a mixture of E2,713-18:0H and Z2,E13-18:0H that

elicited electroantennographic activity from both female and male antennae (Fig 7).

E2,Z13-18:0H has been described among the female sex pheromones of Sesiidae and
Tineidae [73-75]. It is used as a minor component of female sex pheromone by the sesiid
Paranthrene tabaniformis (Rottemburg, 1775) and the tineid Tineola bisselliella (Hummel,
1823) [76,77]. The fact that these two families use compounds with similar chemical
structures is evidence of the close relation between Sesiidae and Castniidae as taxonomically
related species that developed from a common ancestor [19], possibly a primitive Tineidae
species. In this case, as in many others, the conservation of biosynthetic machinery to produce
the same compounds that serve similar functions, with intraespecific communication
included, is not restricted to a single sex. As a matter of fact, some compounds utilized as type
| female sex pheromones in moths are the very same compounds used in butterflies, although

produced by males and serving slightly different but related biological functions [78].

In Castniidae, E2, Z13-18:0OH was previously identified in P. archon [13,25,26]. Sarto
et al. (2012) speculated that E2,Z13-18:0H acts as a male sex pheromone and is released
during the courtship flight, inducing the acceptance behavior of the female. However, further
experiments allowed for other possibilities, such as that the compound acts as aggregation
pheromone, as a scent-marking pheromone to establish territorial boundaries or as a host-

marking pheromone [26].

With the exception of the genitals, the mixture of E2,Z13-18:0H and Z2,E13-18:0H
was found in all body parts of males T. licus, and nearly 93% of their total content is
distributed in the abdomen, wings and legs. Quero et al. (2017) speculated that E2,213-18:0H
in P. archon seems to be spread by the brush-like paronychia located at the distal tip of the
mid-legs. Similar structures were observed in the three pairs of legs of the male T. licus (S2

Fig 9). These compounds could therefore be released by the mid-leg basitarsus in high
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concentrations (50.4 + 25.8 pg/male) and transferred by contact to other parts of the body,

perhaps acting as a short-range pheromone in T. licus.

In various insecta orders, the body's surface often includes short-range pheromones to
mediate contact and copulation behaviors [66]. Adult lepidopterans make physical contact
with the partner's body during the mating process, and male compounds play diverse roles in
sexual communication, but they generally act during courtship, leading to a more complex

mating behavior [66].

In P. archon, mating depends greatly on the success of both sexes flying together [24]
because, during this flight, the males apparently transfer compounds with their wings to the
antennae of females [13]. In addition, the act of both individuals landing closely after a chase
flight indicates male acceptance by females, a behavior reported to be commonly triggered by
the presence of short-range pheromones in moths and butterflies [24,79]. Since this behavior
has also been described in T. licus [23], it is suggestive of a putative short-range pheromone
that might correlate to the active E2,Z213-18:0H and Z2,E13-18:0H found in the males.

Our results revealed a diversity of chemical compounds in the bodies of T. licus
females and males; however, only E2,Z13-18:0H and Z2,E13-18:0H released by mid-legs
basitarsus of males appear to be involved in the chemical communication of T.licus. The
biological implications of the presence of E2,713-18:0H and Z2,E13-18:0H within an
ecological context remain to be elucidated by further investigations, as the possibilities are
various. Nevertheless, the distribution of these compounds in different parts of the male body
as well as the fact that the compounds are recognized by the antennae of both sexes, with
females mainly being more sensitive to low concentrations, may suggest a male short-range

pheromone function.

Most of the recent evidence in Castniidae shows the lack of a calling behavior in
females, the presence of developed eyes capable of higher acuity and color sensitivity, male-
specific electroactive compounds, a generalist olfactory system and the absence of a female
sex pheromone-producing gland. Altogether, these data are strongly suggestive that
communication in these moths, similar to communication in butterflies, depends on visual

cues to a great extent.
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S1 Fig 8. Chromatograms of male legs Telchin licus.
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S2 Fig 9. Legs of Telchin licus.
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(a) Comparison of sizes of mid-legs basitarsus in male and female. (b) Epiphyses of fore-leg. (b)
Close-up of 5th tarsomere of (c) fore-leg, (d) mid-leg and (e) hind-leg showing arolium (A), claws (CI)
and pulvilli (Pv).
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CAPITULO II

Componentes feromonais tipo 11 na glandula sexual de Hyponeuma taltula (Schs.,
1904) (Lepidoptera: Erebidae)
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1. RESUMO

A broca-peluda da cana-de-agucar, Hyponeuma taltula (Schaus, 1904) (Lepidoptera:
Erebidae), ataca a cana-de-agucar, cultura de grande importancia econdmica para o Brasil.
Armadilhas com feromonios sexuais sdo ferramentas empregadas do Manejo Integrado de
Pragas que fornecem uma abordagem alternativa para o monitoramento e controle da
populagéo de pragas. No entanto, a auséncia de informagao sobre a composi¢éo do feromonio
sexual de H. taltula ndo tem permitido o uso desta tecnologia. Neste estudo elucidamos a
composicdo do feromonio sexual de H. taltula mediante analises de cromatografia gasosa
acoplada a eletroantenografia e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas de
extratos da glandula sexual. A mistura feromonal extraida das glandulas apresentou o
(9S,10R)-epoxi-(Z,2)-3,6-heneicosatrieno como componente majoritario e o (Z,2,2)-3,6,9-
nonadecatrieno como componente minoritario na proporcdo 3:1, respectivamente.
Adicionalmente, discutimos a funcdo bioldgica e o efeito do (Z,Z,2)-3,6,9-heneicosatrieno

como um provavel componente adicional do feromonio.
2. INTRODUCAO

A broca-peluda da cana-de-actcar, Hyponeuma taltula (Schaus, 1904) (Lepidoptera:
Erebidae: Herminiinae) é uma praga que durante o seu desenvolvimento larval localiza-se na
base das touceiras e danifica o sistema radicular da cana-de-actcar.1* Em plantas novas causa
a morte da gema apical, e em plantas adultas, ocasiona perda de peso, brotacdo lateral e
enraizamento aéreo.’> Além disso, ocasiona danos indiretos decorrentes a entrada de fungos
pelos orificios ocasiona podriddes, que resulta na reducdo do rendimento industrial no

processo da fermentac&o alcoolica.®

O controle quimico e manual sdo os métodos mais utilizados para a H. taltula.>® No
entanto, o habito endofitico das brocas dificulta seu controle mediante o uso de insecticidas, ja
que estas permanecem no colmo ou nos rizomas e usualmente bloqueiam suas entradas com
residuos de seda e matéria organica, o que reduz o seu contato com o produto quimico
utilizado. De igual forma, a catagdo manual das lagartas € um método oneroso e pouco
adequado.® Portanto, faz-se necessaria a adogdo de métodos de controle, como o
comportamental, que é aplicado na fase adulta do inseto através o uso de armadilhas com

feromonios.
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Atualmente a subfamilia Herminiinae ¢ atraida para feroménios do tipo Il. Este grupo
de feromonios estd constituido por derivados do &cido linoléico e linolénico, incluindo
hidrocarbonetos poli-insaturados com cadeias lineares de 17 a 25 atomos de carbono, seus
derivados mono ou diepdxidos e/ou com grupos funcionais carbonilados como cetonas,

aldeidos e ésteres.’®

Os estudos nos quais espéecies de Herminiinae sao relatadas, na maioria, referem-se ao
uso de iscas com compostos atraentes pouco especificas, ja que atraem também espécies
diferentes além de herminiineos.%® Unicamente no estudo desenvolvido por Haynes et al.
(1996), o feromonio sexual foi identificado em extratos glandulares da fémea Tetanolita
mynesalis (Walker, 1859) (Lepidoptera: Erebidae) como a mistura de (Z,Z,2)-3,6,9-
heneicosatrieno (Z3,26,29-21:H) e (6S,7R)-epdxi-(Z,Z)-3,9-nonadecatrieno (Z3,ep06,Z9-
19:H).

No norte da Fldrida, ensaios de campo com o epdxido Z3,ep06,Z29-19:H atrairam
Renia salusalis Walker, 1859 (Lepidoptera: Erebidae).!? Este mesmo epoxido apresentou
atratividade para a espécie Zanclognatha sp. no Vietnam.®® De igual forma, os epoxidos de
(Z,2,2)-3,6,9-eicosatrieno e Z3,Z6,79-21:H, principalmente na posi¢do seis-sete foram
atraentes para os herminiineos Idia americalis (Guenée, 1854),'* Paracolax pryeri (Butler ,
1879),° Bleptina caradrinalis Guenée, 1852,% Idia aemula Hibner, 1821%* e T. mynesalis.!!
Adicionalmente, Ando et al.(1995) observaram que machos de Adrapsa notigera (Butler,
1879) sdo atraidos para iscas pelos epdxidos Z3,ep06,29-22:H e Z3,ep06,Z9-23:H.

Dessa forma, é possivel inferir que os machos de Herminiinae sdo atraidos por
compostos de cadeias de 19 a 23 4tomos de carbono com insatura¢cbes homoconjugadas nas
posicdes trés, seis e nove e seus correspondentes derivados mono epdxidos cis,

principalmente na posicéo seis-sete.®

O presente trabalho descreve a identificagdo de componentes Tipo Il atraentes no

feromonio sexual produzido durante o comportamento de chamamento de fémeas H. taltula.
3. MATERIAL E METODOS
3.1.  Insetos

Lagartas de H. taltula foram coletadas durante o periodo de 2015-2017 em culturas

infestadas de cana-de-acUcar na Usina Triunfo Agroindustrial, localizada no municipio de
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Boca da Mata (9°38°27,6” S; 36°13'12"0) e na Usina Santo Anténio localizada no municipio
de S3o Luis de Quitunde (9°19'5.7"S; 35°33'39.2"0), ambas no estado de Alagoas. As
lagartas foram individualizadas em placas de Petri e alimentadas com dieta artificial fornecida
pelo laboratdrio de producédo de Cotesia flavipes (Cam., 1891) (Hymenoptera: Braconidae) da
Usina Triunfo, com composicéo relatada por Macedo et al. (2007). As lagartas permaneceram
nesse recipiente até atingirem a fase pupal, na qual foram sexadas e mantidas em recipientes
plasticos sobre papel filtro umedecido em gaiolas quadradas de 40 cm®. Os adultos emergidos
foram coletados diariamente ao inicio da escotofase, alimentados com solucdo de mel 10% e
destinados para cada experimento. A temperatura foi mantida a 27,2 = 0,4 °C, umidade
relativa de 81 + 3% e fotoperiodo invertido de 14h fotofase e 10h escotofase.

A identificacdo e confirmacdo da espécie foi realizada pelo Dr. Sinval Silveira Neto,
curador e taxonomista do museu de entomologia da ESALQ, Piracicaba, Brasil. A pesquisa
desenvolvida em nosso laboratério tem o registro do SISGEN (A7D9828) e do CGEN (n.°
010428 / 2012-7), correspondendo ao acesso ao patrimbnio genético e ao conhecimento

tradicional associado no Brasil.
3.2.  Extracdo de compostos feromonais

Os ultimos segmentos abdominais foram extraidas de fémeas virgens com um a quatro
dias de idade no momento em que apresentaram comportamento de chamamento!’ e imersas
em 100 pL de Hexano (grau HPLC, bidestilado). Apds 30 minutos de contato com o solvente,
0 sobrenadante foi transferido e mantido em refrigeracdo (-20°C). Um total de 11 extratos,
contendo de quatro a dez glandulas por extrato, foi obtido. Uma solugdo de tridecano 50

pg/mL foi usado como padrao interno.
3.3.  Analises Cromatograficas

Os extratos foram analisados por cromatografia gasosa (GC) em um Cromatografo
Shimadzu GC-2010 acoplado a um detector de ionizagdo em chama (FID). A cromatografia
foi realizada em coluna capilar Rtx-5 (30 m x 0.25 mm x 0.25 pm Restetek®). A temperatura
do forno foi mantida a 50 °C por 5 minutos, com rampa de aquecimento de 10 °C/min até 160
°C e, posteriormente, 6 °C/min até 250 °C, mantendo a Gltima temperatura por 10 minutos. O
hidrogénio foi usado como gas de arrastre, com fluxo de 1,79 mL/min. A injecdo de 1 pL dos
extratos foi feita no modo splitless a 250 °C e a deteccdo nesta mesma temperatura.
Adicionalmente uma coluna capilar Rt-B-DEXm (30 m x 0.25 mm x 0.25 pm Restetek®) foi
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usada nas seguintes condigdes: temperatura inical 100 °C, temperatura final 200 °C com
aquecimento de 5 °C/min, a temperatura final foi mantida por 40 min. Fluxo de Hidrogénio 1

mL/ min.

De igual forma, os extratos foram analisados em cromatografo gasoso acoplado a um
espectrometro de massas (Shimadzu QP-2010 Ultra), equipado com coluna NST-5 (30 m x
0,25mm x 0,25um NanoSeparationTecnology®) nas seguintes condi¢des cromatograficas:
50°C por 5 minutos, posteriormente aquecimento de 10 °C/min até atingir 160°C e, em
sequéncia, aquecimento de 6°C/min até 250°C. Foi injetado 1 pL de cada extrato em modo
splitless & 250 °C com hélio como gas de arraste (1,8 mL/min). O espectrémetro de massas
operou com ionizacdo por impacto de elétrons (70 eV) em modo de varredura entre 35 a 400
m/z. A fonte de ions se manteve constante a 200 °C e a interface a 250 °C. A identificacdo dos
compostos foi feita pela comparacdo de seu espectro de massas e indice de Kovats com

padrdes sintéticos e/ou comparacdo com as bases de dados NITS e WILEY.

Cromatografia gasosa acoplada a eletroantegrafia (GC-EAD) foi usada para analisar a
atividade eletroantenografica dos extratos glandulares e padrdes sintéticos (100 mg/L) frente a
antenas de machos de um a dois dias de idade. Um cromatografo gasoso (Schimadzu, GC-
2010) equipado com uma coluna Rtx-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm Restetek®) nas seguintes
condicBes cromatograficas: 160 °C por 2 minutos, posteriormente aquecimento de 6°C/min até
atingir 250°C. A injecdo de 2 uL de extrato ou padrdo foi feita no modo splitless a 250 °C
usando hidrogénio como gas de arraste, com fluxo de 1,0 mL/min. O efluente da coluna foi
dividido com um conector Y em duas ramificacbes de 0,25 mm-d.i., uma ramificacdo em
direcdo ao detector de ionizacdo de chama (FID) a 250 °C e a outra para uma linea de
transferéncia aquecida (200 °C) com conex&o ao capilar de vidro de liberacdo de estimulo. O

efluente do capilar foi diluido com ar umidificado.

Antenas foram removidas de machos de um ou dois dias de idade previamente
anestesiados a frio e os flagelébmeros da regido apical da antena foram cortados antes de
coloca-la, nos eletrodos de prata com gel condutor Spectra 360 (Parker lab. Inc., Hellendoorn,
Holanda). Posteriormente, foram posicionadas perpendicularmente ao fluxo de ar proveniente
do capilar de liberagdo. A amplificacdo dos sinais elétricos foi feita em um amplificador de
alta impedancia (IDA-4, Syntech Hilversum, Holanda) e analisados utilizando o programa
Syntech GC-EAD32 versao 4.6, 2008. Apenas uma das antenas do inseto foi usada para cada
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ensaio. Um total de 10 ensaios com o extrato da glandula e com mistura de padrdes foi
realizado.

3.4. Eletroantenografia

Uma série de doses (0,05; 0,10; 0,50; 1,00 e 2,00 ng/dispensador) dos padrdes de
(Z,2,2)-3,6,9-nonadecatrieno  (232629-19:H) e (9S,10R)-epdxi-(Z,2)-3,6-heneicosatrieno
(Z3,26,ep09-21:H (9S,10)) foram usados para a realizacdo das andlises eletroantenograficas
(EAG) em antenas de machos de um a dois dias de idade de H. taltula (a preparacéo da antena
e 0 equipamento usado foram similares ao procedimento descrito para GC-EAD).
Previamente ao registro do estimulo, 10 pL de cada dose ou hexano foram colocados em
papel filtro dentro de uma pipeta de vidro. Apdés 1 min de evaporagdo do solvente (Hexano)
uma corrente de ar umedecido (300 mL/min) gerado com um controlador de estimulo CS-01
(Syntech) foi passada através da pipeta com duracdo de 200 ms. Apenas uma das antenas do
inseto foi usada para cada série. As médias de despolarizagdo foram comparadas para
significancia usando ANOVA seguido pelo teste Tukey, p < 0,05. Cada dose foi testada cinco
vezes em cada antena, com um intervalo de 30 s para recuperacdo da mesma, totalizando 10
repeticdes por antena, cinco para cada dose de padrdo e cinco para o controle hexano,

empregadas de forma alternada.
3.5.  Testes de campo

Os testes de campo foram realizados no municipio de Boca da Mata, em plantacdes de
cana-de-agucar pertencentes a Usina Triunfo (9°40°47°’S; 36°08°35°’0). O primeiro teste foi
de 14 a 18 de janeiro de 2019 com seis tratamentos: T1: controle, T2: Z3,26,Z9-19:H, T3:
Z3,26-ep09-21:H (9S,10R), T4: Z3,26,79-21:H, T5: Z3,26,29-19:H + Z3,Z6-ep09-21:H
(9S,10R) e T6: Z3,26,29-19:H + Z3,Z26-ep09-21:H (9S,10R) + Z3,26,29-21:H. O segundo
teste foi de 21 a 25 de janeiro de 2019 com os tratamentos T5: Z3,26,29-19:H + Z3,Z6-epo9-
21:H (9S,10R) e T6: Z3,26,29-19:H + Z3,Z6-ep09-21:H (9S,10R) + Z3,26,79-21:H. Uma
quantidade de 100 pg de cada tratamento foi aplicado em septos de borracha (8 mm d.
LBOR), que foram utilizados como dispensadores. Cada septo foi colocado no centro da base

adesiva (30 cm x 30 cm) de uma armadilha tipo delta.

As armadilhas foram colocadas a aproximadamente 1,20 m acima do solo, penduradas
em estacas de madeira e trés repeticdes para cada tratamento foram testadas. No primeiro teste

seis armadilhas (uma para cada tratamento) foram distribuidas randomicamente em um bloco
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experimental em lotes da plantacdo de cana-de-agtcar com a maior incidéncia de H. taltula
durante a safra 2018/2019. Em cada bloco as armadilhas foram disponibilizadas em duas
linhas paralelas afastadas por 50 metros, onde em cada linha as armadilhas estavam separadas
entre si por 50 metros. No segundo teste, cada armadilha foi distribuida em lotes com

incidéncia de H. taltula distanciados ~5 Km.

Testes de semicampo em laboratorio foram conduzidos em telado (3 m x 4 m) em
condigOes ambientais durante 11 ao 15 de fevereiro de 2019. Uma armadilha delta contendo o
T6 foi colocada numa lateral do telado e 10 adultos machos de um ou dois dias de idade de H.
taltula foram liberados no interior do telado. A armadilha foi avaliada diariamente por cinco

dias.
3.6. Padrdes

O (Z,2,2)-3,6,9-heneicosatrieno e seus derivados monoepoxidados foram sintetizados
no Laboratério de Pesquisa em Recursos Naturais da Universidade Federal de Alagoas. O
(9S,10R)-epoxi-(Z,2)-3,6-heneicosadieno foi fornecido pelo Dr. Wittko Francke da
Universidade de Hamburgo e o (Z,Z,2)-3,6,9-nonadecatrieno foi fornecido pelo Dr. Christer
Lofstedt da Universidade de Lund.

4. RESULTADOS

Extratos da glandula sexual de fémeas de H. taltula apresentam trés compostos com
estrutura molecular de feroménios tipo Il: Z3,26,29-19:H (KI 1872, 0.09 + 0.07 ng/Y),
73,26,79-21:H (K1 2073, 0.84 + 0.12 ng/?Q) e Z3,26,ep09-21:H (KI 2254, 0.23 + 0.10 ng/?).
Destes, unicamente Z3,26,29-19:H e Z3,Z6,ep09-21:H apresemtaram  respostas
eletroantenogréaficas na antena de machos em andlises de GC-EAG (Figura 1a,b). Os dois
compostos ativos estdo em proporcdo de 1:3 (relagdo de massa) nos extratos glandulares. O
segundo composto ativo foi inicialmente identificado como Z3,26,ep09-21:H (Figura 1c). e
posteriormente, confirmado por cromatografia gasosa com coluna quiral como Z3,Z26,ep09-
21:H (9S,10R) (Figura 1d).
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Figura - 1 GC-EAD do extrato de glandulas e padrfes sintéticos em antenas de macho de Hyponeuma taltula
configuracdo absoluta do Z3,26,ep09-21:H

a b
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(a) Resposta eletroantenografica de antena de macho para o extrato de glandula sexual. (b) Resposta
eletroantenografica de antena de macho para mistura dos padrdes de Z3,76,79-19:H e Z3,7Z6,ep09-21:H
(9S,10R). (c) Comparacdo dos cromatogramas de iéns totais dos padrdes de monoepoxidos do Z3,26,79-21:H e
extrato glandular em GC-MS equipado com coluna Rtx-1. (d) Comparacdo cromatogrmas da mistura de
monoepoxidos do Z3,26,29-21:H e extrato glandular em GC-FID equipado com coluna Rt-B-DEXm.

O espectro de massa do Z3,26,29-19:H (Figura 2a) apresenta o ion [M*-56] m/z 206
(15%) correspondente ao cation radical [H(CH=CH)3(CH2)sCHs3]" produzido por rearranjo e
clivagem heterolitica da ligagcdo entre o C4 e Cs, dando lugar a outra dupla ligacdo entre Co €
Ci0. O ion m/z 108 (78%) é devido ao fragmento [CH3CH2(CH=CH)sH]" pela clivagem da

ligagéo entre Cg e Cy com transferéncia de hidrogénio.

O espectro de massa do Z3,26,ep09-21:H (Figura 2b) apresenta o ion m/z 108 (72%)
correspondente ao cation radical [CH3CH2(CH=CH)3H]" produzido pela transferéncia de
hidrogénio e clivagem da ligacéo entre 0 Cg e Co, dando lugar a outra dupla ligacdo entre Cs e
Ce. O cétion radical m/z 122 (15%) é devido ao fragmento [CH3(CH=CH)s;CH2CHjs]" dado
pelo fragmentacdo no anel do epdxido. Os fragmentos [M*-123] m/z 183 (0.4%) e [M*-109]

m/z 197 (0.4%) caracterizam o epoxido na posi¢do nove.
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O espectro de massa do Z3,26,279-21:H (Figura 2c) apresenta ion molecular [M*] m/z
290 (2%) e o ion [M*-56] m/z 234 (9%) correspondente ao [H(CH=CH)3(CH2)10CHs]*
produzido por rearranjo e clivagem da ligacéo entre o C4 e Cs, dando lugar a uma outra dupla
ligacdo entre Cg & C10. O ion m/z 108 (60%) é devido ao fragmento [CH3CH2(CH=CH)sH]*
pela clivagem da ligacéo entre Cg e Co com transferéncia de hidrogénio.

Figura - 2 Espectro de massa do Z3,26,29-19:H, Z3,Z6,ep09-21:H e Z3,26,29-21:H presentes no extrato da
glandula sexual de Hyponeuma taltula
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(a) Espectro de massa e mecanismo de fragmentacdo do Z3,26,79-19:H. (b) Espectro de massa e mecanismo de
fragmentacgdo do Z3,76,ep09-21:H. (c) Espectro de massa e mecanismo de fragmentacdo do Z23,26,79-21:H.

As antenas dos adultos machos de H. taltula mostraram respostas eletrofisioldgicas
aos dois componentes sintéticos do feroménio testados individualmente (Figura 3). Os
componentes do feromdnio sexual individualmente desencadearam maior atividade
eletroantenogréafica que a do controle (hexano) em todas as doses testadas, excetuando-se na
dose de 0,05 ng para 0 Z3,26,Z9-19:H (teste de Tukey p<0,05, N=5).
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Figura - 3 Respostas eletroantenograficas para diferentes dosagens de Z3,26,29-19:H e Z3,Z6,ep09-21:H
(9S,10R) em antenas de macho de Hyponeuma taltula
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Média (z EPM) de respostas eletroantenograficas em antenas de macho de H. taltula. (a) Z3,26,29-19:H. (b)
Z3,76,ep09-21:H. Letras diferentes representam a diferencga entre as dosagens (p < 0,05; teste ANOVA, Tukey,
N=5).

Durante os testes de campo unicamente um inseto foi capturado no tratamento 4 da
mistura ternaria de Z3,26,29-19H, Z3,Z6,ep09-21:H (9S,10R) e Z3,Z6,29-21:H e no teste de

semicampo nenhum inseto foi capturado.
5. DISCUSAO

A composigdo do feromonio sexual da H. taltula foi proposta como a mistura de
Z3,76,79-19:'H e Z3,26,ep09-21:H (9S,10R) numa relacdo de 1:3, respectivamente.
Adicionalmente a glandula sexual contém Z3,26,29-21:H, o qual é um composto que faz parte
do feromdnio sexual de muitas mariposas da familia Erebidae, Geometridae e Noctuidae, 8%
incluido a mariposa T. mynesalis'* da mesma subfamilia da H. taltula (Herminiinae). Ainda,
que o Z3,26,Z9-21:H ndo apresentou uma resposta eletroantenografica nas antenas dos
machos, este composto ndo pode ser desconsiderado no feromonio sexual, pois diversos
estudos demonstram que os feroménios tipo Il apresentam respostas eletroantenograficas
fracas,?! ou inexistentes.??> No entanto, a presenca destes hidrocarbonetos de cadeia longa na
mistura feromonal podem ser indispensaveis para manter a atratividade em estudos de campo,

como é relatado para a Dioryctria mendacella (Staudinger 1859) (Lepidoptera: Pyralidae).??

O Z3,26,29-19:H é um composto feromonal presente em espécies das familias
Geometridae, Noctuidae® e na Lymantria mathura Moore, 1865 (Lepidoptera: Erebidae).?*

Usualmente, as misturas feromonais que contém este hidrocarboneto adicionalmente posuem
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seus derivados monoepoxidados na posicdo seis-sete com configuragdo 6S,7R.2>%° Por outro
lado, 0 Z3,26,29-19:H também pode estar acompanhado por hidrocarbonetos insaturados com
cadeias de atomos de carbono maior como Czo e C21,'%?° como observado no presente estudo

com H. taltula.

O Z73,26,29-21:H serve como base para a biossintese de epoxidienos,®® como o
Z3,26,ep09-21:H, composto do tipo Il também presente em H. taltula. Este epoxidieno foi
identificado pelos caracteristicos ions fragmentos m/z 108, 183, e 197. Ainda que o
Z3,76,ep09-19:H apresenta mesmo padrdo de fragmentagdo,'® o Z3,26,ep09-21:H pode ser
diferenciado pelo seu maior tempo de retencdo. Para 0 Z3,Z6,ep09-19:H reporta-se KI ~ 2050
(em coluna DB-5) e para 0 Z3,Z6,ep09-21:H ~ 2260 (em coluna DB-5)%! correlacionando-se

com Kl observado 2254 (em coluna Rtx-5) neste estudo.

As estruturas quimicas dos compostos presentes no feroménio exibem similaridade
entre espécies relacionadas taxonomicamente.® A H. taltula possui compostos similares aos
reportados na subfamilia Herminiinae; cadeias Ci9 € C21 com uma ou duas insaturacdes e
epOxidos como compostos atraentes feromonais.’® Entretanto, a posicio seis-sete do
monoepoxido de Z3,76,29-21:H é a mais observada.'*'%!® No obstante,algumas espécies da
familia Erebidae, como Syllectra erycata Stoll, 1780%2 e Hypena sp.,"*'* que possuem o
Z3,726,ep09-21:H como atraente masculino ou como feromodnio feminino, e algumas

especificamente com a configuragdo absoluta 95,10R,*? como observado em H. taltula.

A estereoquimica do epoxido é uma caracteristica importante para a bioatividade do
composto como feroménio sexual.’® Um enantidmero pode ser altamente atraente, enquanto o
outro pode ser fortemente antagonista,® como acontece na mariposa-cigana Lymantria dispar
(Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Erebidae) na qual o enantiomero (7R,8S) de seu feromonio
sexual (Me2,epo7-20:H) ¢ bioativo e o enantidmero oposto inibe a resposta feromonal.** Ou a
mistura ndo-racémica dos dois enantibmeros € bioativa, mas cada enantibmero

individualmente € inativo como acontece em S. erycata.®?

O mesmo monoepdxido de H. taltula (Z3,26,ep09-21:H) foi atraente em estudo de
campo para a Eupithecia assimilata (Doubleday, 1856) (Lepidoptera: Geometridae) quando
usado o enantidmero (9S, 10R), mas o enantidmero (9R, 10S) ou a mistura racémica nao
apresentaram atratividade.® De igual forma, o uso de Z3,26,29-21:H na proporgio presente

nos extratos da glandula reduziu significativamente a atratividade do epoxidieno.®®
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Uma mistura semelhante de Z3,26,29-21:H e Z3,Z6,ep09-21:H foi relatada para os
feroménios sexuais de mariposas da familia Erebidae como Caenurgina distincta
Neumoegen, 1883, Euclidia cuspidea Hiibner, 1818, e Tyria jacobaeae Linneo, 1758,
além de Eupithecia annulata (Hulst, 1896) (Lepidoptera: Geometridae)®® e Mocis megas
(Guenée, 1852) (Lepidoptera: Noctuidae).3®

Diante os resultados do estudo de campo, diferentes varidveis podem estar
influenciando a atratividade da mistura proposta: A mistura feromonal proposta pode nédo
estar completa e outros componentes importantes para a atratividade precisam ainda ser
identificados. Além disso, a proporcdo entre os compostos (1:3) determinada no extrato
obtido pela extragdo da glandula sexual com solvente pode ndo representar corretamente a
proporcéo liberada pelo inseto. Métodos de aeracdo sdo necessarios para determinar com
maior acuidade a proporcdo dos compostos liberados.*® A dose usada (100 pg) pode n3o ter
sido suficiente para o teste de campo. A dose dos componentes feromonais afetaria a taxa de
emissdo e o tempo de duragdo dos compostos na isca, que sdo importantes para as capturas
masculinas. Taxa de emissdo muito alta ou densidade de captura muito alta diminuira as
capturas, devido ao efeito de interferéncia entre as armadilhas.*® No entanto, esta mesma dose

com feomonios tipo Il tem sido atraente para machos Erebidae. !

Em conclusdo compostos feromonais de mariposas tipo Il foram encontrados na
glandula sexual de H. taltula. Os compostos Z3,26,29-19:H e Z3,Z6,ep09-21:H (9S,10R)
numa relacdo de 1:3 apresentaram atividade eletroantenografica nas antenas de machos. A
presenca de Z3,26,29-19:H e Z3,26,ep09-21:H (9S,10R) nas familias Geometridae, Erebidae e
Noctuidae como feroménio tipo I, reflete uma relagdo quimiosistemética que permite inferir
estes dois compostos como componentes do feromonio sexual da H.taltula, apesar da
necessidade de estudos quimicos posteriores para confirmar se estes sdo de fato os Unicos
componentes atrativos da mistura feromonal. O Z3,26,29-21:H é um composto feromonal tipo
Il que pode funcionar como potenciador de atratividade ou como antagonista do feromonio
sexual em diversas especies de mariposas, no entanto a funcdo biologica em H. taltula ainda
ndo é conhecida e estudos de atratividade em campo devem ser conduzidos com mais detalhes
para este fim. Ainda que a captura de insetos ndo foi bem sucedida, este trabalho reporta

dados pertinentes na area da ecologia quimica de H. taltula.
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CAPITULO III

Aspectos da comunicacao quimica intraespecifica da Hypsipyla ferrealis (Lepidoptera:
Pyralidae): Estudos preliminares da composi¢ao do feromdénio sexual e descricdes

morfologicas da antena e da glandula sexual
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1. RESUMO

A espécie Hypsipyla ferrealis Hampson, 1929 (Lepidoptera: Pyralidae) é praga das
sementes da andiroba Carapa guianensis Aub. Os danos causados pelas lagartas desta espécie
afetam a germinacdo da andiroba e o potencial de producéo de 6leo extraido das sementes.
Considerando auséncia de informagdo sobre a comunicagdo quimica intraespecifica desta
espécie, nés descrevemos morfologicamente a antena e suas sensilas com o objetivo de
elucidar seu papel olfativo e realizamos estudos morfoldgicos e histolégicos na glandula
sexual feminina responsavel pela liberacdo do feromonio sexual. As antenas filiformes de H.
ferrealis apresentam dimorfismo sexual na morfologia das sensilas tricoide, caética,
estiloconica, coeloconica e auricillica, sendo 0 macho com maior area olfativa. Por outro lado
a glandula sexual da fémea se localiza dorsolateralmente na membrana intersegmental entre o
oitavo e nono segmento abdominal. Complementarmente propomos o (Z,E)-9,12-
teradecadienol e (E)-12-tetradecenol como componentes do feromonio sexual feminino da H.

ferrealis.

2. INTRODUCAO

A Hypsipyla ferrealis Hampson, 1929 (Lepidoptera: Pyralidae) é praga das sementes
da andiroba Carapa guianensis (Aublet, 1776) (Meliaceae). As lagartas desta espécie se
alimentam dos cotilédones das sementes, ocasionando perdas do endosperma.’ No final da

fase larval, constroem uma camara pupal no qual permanecem até a emergéncia do adulto.*2

Como consequéncia, infestacdo de H. ferrealis em sementes registram porcentagem de
predacdo entre 40 e 60%>* e, aproximadamente, 40% de perdas na producdo total de
sementes.? Estes danos afetam a germinacéo da andiroba e o potencial de producéo de 6leo
extraido das sementes. A extracdo de dleo das sementes de andiroba é uma importante

atividade econdmica das comunidades locais,’ devido ao alto valor farmacéutico deste 6leo.58

No género Hypsipyla, as espécies mais estudadas sdo Hypsipyla robusta (Moore,
[1886]) distribuida pelas areas tropicais e subtropicais da Asia e da Africa, e Hypsipyla
grandella (Zeller, 1848), presente em areas tropicais da América. As duas sdo importantes
pragas de muitas espécies de Meliaceae, tais como mogno brasileiro Swietenia macrophylla
King, 1886 e cedro Cedrela sp. A biologia, ecologia e algumas tentativas de controle destas

duas espécies tém sido estudadas e compiladas.® Por outro lado, aspectos da biologia,'%!!



96

relatos de ocorréncia no Brasil'>!* e estudos de predacdo das sementes de andirobal=>1%16

compreendem todo o conhecimento atual sobre H. ferrealis.

Quanto a estudos relacionados a comunicagdo quimica destas espécies, o feroménio
sexual de H. grandella foi descrito como uma mistura de (Z)-9-tetradecenol (Z9-14:0H),
(Z,E)-9,12-teradecadienol (Z9,E12-14:0H) e seus respectivos acetatos.!’!® As proporcdes
destes compostos variam dependendo da técnica usada para a sua determinacéo,® mas os dois
alcoois sdo 0os compostos majoritarios da mistura. Além disso, o feroménio sexual de H.
robusta tem apresentado variabilidade geografica. Um estudo realizado na Africa determinou
o feromonio sexual como uma mistura de acetato de (Z,E)-9,12-teradecadienila (Z9E12-
14:0Ac), acetato de (Z)-9-tetradecenila (Z29-14:0Ac) e acetato de (Z)-11-hexadecenila (Z11-
16:0Ac) em proporcdes de 5:3:2.° No entanto, esta mistura feromonal ndo apresentou
capturas de machos na China, Malasia e Australia, de modo que uma nova mistura foi
proposta com 0s mesmos componentes e o Z9-14:0H adicional. Este Gltimo apresentou

atividade eletroantenografica e permitiu a captura de machos em testes realizados na China.?

O mecanismo de liberacdo e percepc¢édo destes feromoénios no género Hypsipyla, ainda,
é desconhecido. Sendo assim, este trabalho vem a contribuir com estudos morfoldgicos no
entendimento da liberagdo do feromdnio sexual das fémeas e na descri¢do do sistema olfativo
da H. ferrealis, além de investigar os compostos que possam atuar como possiveis

componentes feromonais de H. ferrealis.
3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Insetos

Lagartas de H. ferrealis foram obtidas de sementes de andiroba coletadas no
municipio de Mazagdo, AP, Brasil (00° 06' 54" S, 51° 17' 22" O) durante 0os meses de Junho e
Julho de 2016 e 2017. Aproximadamente 70 sementes foram colocadas em bandejas e
umedecidas diariamente ate observar a formacdo de pupas. As pupas foram separada por
sex0?? e mantidas em gaiolas em separado (32 cm x 32 cm x 32 cm) até os adultos emergirem.
Os adultos foram alimentados com solugé@o de mel a 10% e destinados para cada experimento.
A temperatura foi mantida a 27.2 + 0.4°C, umidade relativa de 81+3% e fotoperiodo invertido
de 14h fotofase.

A identificacdo e confirmacdo da espécie foi realizada pelo Dr. Sinval Silveira Neto

curador e taxonomista do museu de entomologia da ESALQ, Brasil. A pesquisa desenvolvida
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em no laboratério de recursos naturais da Universidade Federal de Alagoas tem o registro do
SISGEN (AA7CF44) e do CGEN (n.° 010428 / 2012-7), correspondendo ao acesso ao

patrimdnio genético e ao conhecimento tradicional associado no Brasil.

3.2.  Morfologia das antenas e ovipositor

Imagens de microscopia eletronica de varredura foram usadas para caracterizar as
sensilas presentes nas antenas de ambos 0s sexos, assim como para realizar observacgdes do
ovipositor de H. ferealis. As antenas de ambos 0s sexos e 0s Ultimos segmentos do abdémen
da fémea foram removidos de insetos de um a dois dias de idade previamente anestesiados em
frio (-20 °C). Imediatamente apds a remogdo, estes foram imersos em solucdo de glutaraldeido
a 2% em solucdo tampéo de fosfato (0.1 M pH 7) por cinco minutos e, posteriormente, foram
desidratados numa série gradiente de etanol (50%, 70%, 80% e 90%, em cada 10min.). Foram
metalizadas com alvo de ouro a 10 mA durante oito minutos. Antenas e ovipositor foram
observados usando um microscopio eletrénico de varredura (Tescan Vega3 LM) a 20 kV. Um
total de 9 antenas de cada sexo e 3 ovipositores foram usados.

3.3. Histologia do ovipositor

Microscopia de luz foi usada para estudar os tecidos biolégicos da membrana
intersegmental entre 0 8° e 92 segmento abdominal, nos quais é usualmente localizada a
glandula feromonal em mariposas. Apos as fémeas serem anestesiadas ao frio, os Gltimos
segmentos do abddmen foram extraidos e colocados em solucdo fixadora de Bouin (&cido
picrico, acido acético glacial e formaldeido 40%) por 24h a temperatura ambiente, posterior a
desidratacdo numa série gradiente de etanol, os 6érgdos foram incorporados em parafina
usando xileno como solvente de transicdo e sec¢fes de 5 um foram obtidas usando um
micrétomo (Leica RM2125 RTS). Finalmente os cortes foram hidratados e corados com
hematoxilina-eosina para serem observados em microscépio de luz (Olympus BX41).
Imagens digitais foram tomadas usando uma camera digital de alta resolucdo (Olympus

DP25). No total foram usados trés ovipositores.

3.4. Extracdo da glandula feromonal

As glandulas de feroménio sexual foram extraidas de fémeas virgens com um a dois
dias de idade, no momento em que apresentaram comportamento de chamamento (entre a
segunda e sexta hora da escotofase) e imersas em 15 pL de Hexano (grau HPLC) por
glandula. Apos 30 minutos de extracdo com solvente, o sobrenadante foi transferido e
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concentrado para 200 pL. Um total de 12 extratos, contendo de 10 a 90 glandulas por extrato,
foi obtido. Uma solucéo de tridecano 50 pug/mL foi usado como padréo interno.

3.5.  Analises Cromatograéficas

Os extratos foram analisados por cromatografia gasosa (GC) em um Cromatografo
Shimadzu GC-2010 acoplado a um detector de ionizacdo em chama (FID). A cromatografia
foi realizada em coluna capilar Rtx-5 (30 m x 0.25 mm x 0.25 um Restetek®) e a temperatura
do forno foi mantida a 50 °C por 5 minutos, com velocidade de aquecimento de 8 °C/min até
250°C por 5 minutos. O hidrogénio foi usado como gas de arrastre, com fluxo de 1.10 mL/min
e a injecdo de 1pL dos extratos foi feita no modo splitless a 250 °C, com detec¢do nesta

mesma temperatura.

Os extratos também foram analisados em cromatografo gasoso acoplado a um
espectrometro de massas (GC-MS Shimadzu QP-2010 Ultra), usando as colunas NST-5 e
NST-1 (30 m x 0.25 mm x 0.25 pm NanoSeparationTecnology®) nas mesmas condicdes
cromatogréficas do GC-FID. Foi utilizado hélio como gés de arraste (1.10 mL/min). O
espectrometro de massas operou com ionizacdo por impacto de elétrons (70 eV) em modo de
varredura entre 35 m/z e 400 m/z. A fonte de ions se manteve constante a 220 °C e a interface
a 250°C. A identificacdo dos compostos foi baseada na comparacdo do espectro de massas e
indice de kovats com aqueles nas bases de dados NITS08, NITS08s e WILEY229.

Cromatografia gasosa acoplada a eletroantegrafia (GC-EAD) foi usada para analisar a
atividade eletrofisioldgica dos extratos glandulares e padrées sintéticos (100 pug/mL) frente a
antenas de machos de um e dois dias de idade. Um cromatdgrafo gasoso (Schimadzu, GC-
2010) equipado com uma coluna Rtx-5 (30 m x 0.25 mm x 0.25 um Restetek®) nas mesmas
condicBes cromatograficas do GC-FID. O efluente da coluna foi dividido com um conector Y
em duas ramificacdes de 0.25 mm d.i., uma ramificacdo em direcdo ao detector de ionizacéo
de chama (FID) 250°C e a outra para uma linha de transferéncia aquecida (200°C) com
conexd@o ao capilar de vidro de liberacéo de estimulo. O efluente do capilar foi diluido com ar
umidificado.

A antena foi removida de machos de um a dois dias de idade previamente anestesiados
ao frio e os flagelémeros da regido apical da antena foram cortados antes de colocéa-la nos
eletrodos de prata com gel condutor Spectra 360 (Parker lab. Inc., Hellendoorn, Holanda).
Posteriormente foi posicionada perpendicularmente ao fluxo de ar proveniente do capilar de
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liberagdo. A amplificagdo dos sinais elétricos foi feita em um amplificador de alta impedéncia
(IDA-4, Syntech Hilversum, Holanda) e analisados utilizando o programa Syntech GC-
EAD32 versédo 4.6, 2008. Apenas uma das antenas do inseto foi usada para cada ensaio. Um
total de 12 ensaios com o extrato da glandula e 8 ensaios com mistura de padrdes foi

realizado.
4, RESULTADOS
4.1. Morfologia geral da antena

As antenas de ambos os sexos de H. ferrealis sdo filiformes e consistem de trés
segmentos: escapo, pedicelo e um longo flagelo composto por 71-75 segmentos (Figura 1c)
(Tabela 1). As superficies do escapo e pedicelo sdo cobertas com escamas sobrepostas e
apresentam cerdas de Bohm, estruturas semelhantes a espinhas, distribuidas em grupos na
base do escapo e unido do escapo e pedicelo. O flagelo esta dividido por uma superficie dorsal
composta por duas filas de escamas por flagelémero na qual a segunda fila de escamas se
sobrepGe a primeira fila do seguinte flagelomero e uma superficie ventral composta
exclusivamente de sensilas. O comprimento e a largura dos flageldmeros diminuiram da base
para o apice (109,6 + 1,2 um de largura e 178,4 + 1,6 um de comprimento entre o 5° ao 10°
flageldmero para 90,7 £ 0,9 um de largura e 98,0 £ 1,1 um de comprimento nos ultimos 10

segmentos, N=8).

Tabela 1 - Caracteristicas gerais da antena de Hypsipyla ferrealis.

Comprimento da Escapo (um) Pedicelo (um) N° de
Antena (UM)  Comprimento (um) Largura (um) Comprimento (um) Largura (um)  flagelomeros
@ 8230,6 +£145,5 350,6 +12,1 2975+17,3 113,8+4,3 182,1+£5,8 74x1
4 8215,1+170,5 372,1£23,3 375,2 +10,3* 126,3+8,7 2210+ 7,3* 72%1

A diferenca entre as médias para 0s sexos em cada coluna seguida de * é significativa (p <0,05; teste t para
amostras independentes, média + EPM, N = 8 por sexo).
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Figura 1 - Morfologia da antena de macho e fémea de Hypsipylla ferrealis.

a

50 pm

5 pm

(a) Vista lateral ventral de segmento do flagelo da antena de macho mostrando a ditribuicdo de sensilas tricoide |
(T)) e tricoide 11 (Ty). (b) Segmento do flagelo da antena de fémea mostrando a distribuicdo de sensilas tricoides
I (T)); (c) Antenas filiformes de ambos sexos; (d) Sensila caética; (e) Sensila estilénica; (f) Sensila coelocdnica e
(9) Sensila auricilica.

4.2.  Diferentes tipos de sensilas antenais

Seis tipos morfologicos de sensilas foram observados em antenas de fémeas e de
machos de H. ferrealis: sensila tricoide, sensila caética, sensila estiloconica, sensila
coeloconica e sensila auricillica. As sensilas tricoides sdo classificadas em dois subtipos de

acordo com o comprimento, T,e Ty (Figura 1).

Sensila tricoide é o tipo de sensila mais abundante nas antenas de H. ferrealis e
encontrada em toda a superficie ventral de todos os segmentos flagelares (Figura 1a,b). Os
dois subtipos da tricoide séo diferenciados pelo seu comprimento, tricoide | € mais comprida e

abundante que tricoide Il (Tabela 2). As tricoides | s@o mais proeminentes na antena do
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macho e se distribuem em trés linhas organizadas perpendiculares ao eixo central da antena
em cada flageldmero. Além disso essas sensilas tém base redonda e eixo cilindrico longo que

decresce em direcdo a ponta.

Outras sensilas pouco abundantes nas antenas de ambos os sexos foram as sensilas
caéticas e as sensilas estiloconicas. As sensilas caéticas tém formas retas pontiagudas e uma
base larga, cercada por um colar redondo, com uma inclinacdo de 60° em direcéo a superficie
da antena e sua cuticula € rugosa com sulcos longitudinais (Figura 1d). Uma sensila
estiloconica esta localizada na parte central da borda distal de cada segmento em ambos 0s
sexos. Essas sensilas sdo largas de eixo cilindrico com ponta cénica, levemente curvadas em

direcdo a ponta da antena e com superficie rugosa (Figura 1e).

Sensilas de dimensdes menores como as sensilas coelocdnicas e as sensilas auricilicas
estdo presentes ao longo da superficie ventral. As sensilas coelocénicas estdo compostas por
9-12 pequenas estruturas lisas, “espinhos” com base circular que cercam uma sensila central
(Figura 1f). As sensilas auricilicas, com aparéncia de uma folha, superficie lisa e algumas
protuberancias granulares, se situam principalmente nas laterais do flagelémero préximas das

escamas (Figura 1g).

Ainda que ambos os sexos compartilnem os mesmos tipos de sensilas, observou-se
dimorfismo sexual quanto ao comprimento das sensilas tricoide, caética e estiloconica. Estas

sensilas nas antenas de machos apresentam comprimentos maiores que em fémeas (Tabela 2).

Tabela 2 — Caracterizagdo morfométrica das sensilas das antenas de fémea e macho de Hypsipyla ferrealis.

Tipo de sensila Género Comprimento (um) Largura basal (um)
S tricoide | 0 61,10 £ 1,28 3,26 £ 0,10
' 3 82,21 + 3,90* 4,93 +£0,19*
. 0 34,74+ 0,76 2,14+0,11
. tricoide 11 g 43,48 + 1,20 3,67 +0,17*
S caética Q 34,73+ 1,12 6,32 £0,22
4 71,08 +£2,49* 9,20 + 0,28*
S estiloconica Q 22,72 +0,51 488 +0,17
3 16,55 + 0,69* 516 £0,11
S.coeloconica ? i 11,10+0,30
) - 10,11+ 0,33
S auricilica Q 16,34 + 0,13 3,58+0,12
4 15,22 + 0,63 291+£0,11*

Valores sdo apresentados como média + EPM. A diferenca entre as medias para 0s sexos em cada
coluna seguida por * é significante (p < 0.05; teste-t amostras independentes). N = 12 por tipo de
sensila.
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4.3. Morfologia e histologia do ovipositor

A fémea adulta de H. ferrealis tem 9 segmentos abdominais distinguiveis. Os
segmentos 1-7 estdo cobertos com escamas e 0s segmentos 8 e 9 formam o ovipositor que
normalmente permanece retraido nos segmentos anteriores. A abertura da bursa estad
localizada no final do 8° segmento (Figura 2a), o qual é altamente esclerotizado. O segmento
9 forma as papilas anais que sdo caracterizadas pela presenca de numerosas e compridas
sensilas caéticas (comprimento 206.8 £ 9.9 pum e largura 6.2 = 0.4 um, N=12) e pequenas
projecdes semelhantes a pélos superficiais da cuticula conhecidas como microtrichae

(comprimento 6.3 = 0.5 um e largura 1.1 + 0.1 pum, N=12) (Figura 2b,c).

Figura 2 - Morfologia e histologia do ovipositor de Hypsipyla ferrealis.

200 um F 200 um

20 pm 2 30 pm

(a) Vista dorsal do ovipositor mostrando a abertura da bursa (*) no 82 urémero. (b) Vista ventral do
ovipositor com numerosas sensilas caéticas (Ch). (c) Vista lateral do ovipositor mostrando 82 urémero,
membrana intersegmental (IM) e 9° urémero. (d) membrana intersegmental (IM) com protuberancias
granulares e numerosas microtrichae (m). (e) Seccdo transversal da membrana intersegmental mostrando
células colunares, regido glandular (G), tecido muscular (M), tegumento (T) e apddema (Ap). (f)
Ampliacdo da regido glandular mostrando a endocuticula (En), epicuticula (Ep), humerosas microtrichae
(m) sobre as células colunares e o nicleo destas (n).
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A membrana intersegmental entre os segmentos abdominais 8 e 9 é dividida em uma
metade dorsal e outra ventral. Esta membrana esta coberta por uma série continua de
proeminentes protuberancias granulares e sulcos irregulares e profundos com numerosas
microtrichae (Figura 2d). Na regido dorsolateral, a membrana intersegmentar apresenta uma
camada Unica de células epidérmicas colunares hipertrofiadas com proeminente ndcleo
esférico, numerosos vactolos e dobraduras na membrana plasmatica apical. Estas células
estdo protegidas pelo tegumento e unicamente sobre a regido destas células é observada
presenca de microtrichae, conformando a regido glandular do ovipositor (Figura 2e,f). Células

musculares rodeando os ap6demas também sdo observadas na membrana intersegmental.

4.4.  Composicao da glandula feromonal

Nos extratos da glandula feromonal da fémea foram identificados 22 compostos
(Tabela 3), dos quais dois compostos (A e B) desencadearam respostas consistentes nas
antenas masculinas em experimentos de GC-EAD (Figura 3a). O composto A tem
concentracdo de 0,021+0,002 ng/%, e o composto B 0,042+0,007 ng/Q (relagdo 1:2, N=4).
Em uma coluna Rtx-5 de baixa polaridade, os indices de Kovats (KI) destes compostos foram

1665 e 1672, respectivamente.

Figura 3 — GC-EAD do extrato da glandula feromonal de Hypsipyla ferrealis.

EAD
FID AB N / L_J,Www
19.0 21.0 23.0 25.0 27.0 29.0

Retention time (min)

Eletroantenograma da antena de macho frente a extrato da glandula sexual da fémea mostrando atividade para
0s compostos A e B.

31.0
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Tabela 3 — Composicdo quimica dos extratos da glandula sexual de Hypsipyla ferrealis

Compostos KI (NST-1)2 KI (NST-5)° ng/insect® Identificagdo
(2)-9-Tetradecenal 1564 1582 0,01 P
Acetato de (2)-9-dodecenila 1566 1588 0,01 P
Tetradecanal 1592 1610 0,02 P
Hexadecano 1600 1600 0,04 P
(E,2)-9,12-Tetradecadienol 1655 1665 0,02 P
(E)-12-Tetradecenol 1665 1672 0,04 P
Pentadecanal 1694 1713 0,06
Heptadecano 1700 1700 0,01 P
Acido tetradecanoico 1739 1754 0,14 P
Hexadecanal 1796 1815 0,02

Octadecano 1800 1800 0,02 P
Acido pentadecanoico 1838 1854 0,06 P
Hexadecanol 1863 1878 0,05 P
Nonadecane 1899 1900 0,02 P
Acido (Z)-9-hexadecenoico 1924 1936 0,07 P
Acido hexadecanoico 1942 1960 1,93 P
(Z2,2,2)-9,12,15-octadecatrienol 2033 2061 0,04 P
(2)-9-Octadecenol 2039 2063 0,02 P
Octadecanol 2067 2083 0,06 P
Acido (Z,2)-9,12-octadecadienoico 2105 2134 0,56 P
Acido (Z)-9-octadecenoico 2115 2140 1,61 P
Acido octadecanoico 2140 2159 0,43 P

Cada composto foi analisado por GC-MS equipado com coluna NST-12 ou NST-5P e identificado com padrdo
(P) autentico.

Nas condic¢des usadas, o espectro de massa de A (Figura 4a) apresenta ion molecular
m/z 210 (0,2% M), sugerindo que a férmula molecular deste seria C14aH260. A presenca do
fragmento m/z 192 (0,7% M*-18) referente a perda de uma molécula de agua. O pico base é o
fon m/z 67 (100%) que faz parte de uma sequéncia de fragmentos com aumento de 14
unidades de masa (CHz), o qual sugere linearidade da cadeia carbonica; m/z 41 (74%), 55
(53%), 81 (63%), 95 (37%) e 110 (26%). O grau de insaturacdo da molécula sugere a
presenca de duas ligacGes duplas que geram os ions fragmentos m/z 121 (10%), 135 (6%),
149 (4%) e 163 (2%). Deste modo, o0 composto A foi identificado como um tetradecadienol.

As insaturaces na posicdo 9,12- de compostos feromonais com cadeia linear de 14
carbonos esta presente na H. grandella e H. robusta'®?! Deste modo, 0s compostos provaveis
seriam os diasteroisomeros (Z,E)-9,12-tetradecadienol e (Z,2)-9,12-tetradecadienol que
apresentam eluicdo proxima em coluna de baixa polaridade.’® A coinjecdo do extrato
glandular com mistura de padrbes contendo (Z,E)-9,12-tetradecadienol permitiu finalmente

confirmar este como sendo o composto A (Figura 5).
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Nas condig¢des usadas, 0 espectro de massa de A (Figura 4a) apresenta ion molecular

m/z 210 (0,2%, M"), sugerindo que a formula molecular deste seria C14H260. A presenca do

fragmento m/z 192 (0,7%, M*-18) referente a perda de uma molécula de agua. O pico base é o

ion m/z 67 (100%) que faz parte de uma sequéncia de fragmentos com aumento de 14

unidades de masa (CHz), o qual sugere linearidade da cadeia carbonica; m/z 41 (74%), 55
(53%), 81 (63%), 95 (37%) e 110 (26%). O grau de insaturagdo da molécula sugere a

presenca de duas ligacbes duplas que geram os ions fragmentos m/z 121 (10%), 135 (6%),

149 (4%) e 163 (2%). Deste modo, o composto A foi identificado como um tetradecadienol.

A fragmentacdo do composto B apesenta ion fragmento resultante da perda de uma

molécula de agua m/z 194 (1%, M*-18) e a sequencia de fragmentos com aumento de 14

unidades de masa (CH) e com intensidades decrescentes que sugerem linearidade da cadeia

carbbnica é a presenca de uma insaturacdo na molécula [m/z 41 (94%), 55 (91%), 67 (100%),

81 (78%) e 95 (55%)] (Figura 4b). A coinjecdo do extrato glandular com mistura de padrdes

contendo (E)-12-tetradecenol permitiu finalmente confirmar este como sendo o composto B
(Figura 5).

Figura 4 — Espectro de massa dos compostos EAD ativos na glandula feromonal de Hypsipyla ferrealis.
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(a) Espectro de massa do composto A: Z9,E12-14:0H. (b) Espectro de massa do composto B: E12-14:0H.
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Figura 5 — Coinjecdo do Z9,E12-14:0H e E12-14:0H com o extrato glandular Hypsipyla ferrealis

TIC standards

E12-14:0H

79.E12-14:0H

sex gland

coinjection

23.0 24 25.0 26.0

.0 5
Retention time (min)

Comparacéo dos cromatogramas de ions totais (TIC) da mistura de padrbes ((Z)-9-tetradecenol, (Z,E)-9,12-
tetradecadienol, (E)-12-tetradecenol e (Z)-12-tetradecenol), o extrato da glandula sexual de Hypsipyla ferrealis e
a coinjecéo destes.

5. DISCUSAO

A antena filiforme de adultos de H. ferrealis é semelhante a de outras mariposas
Pyralidae, tais como Ephestia kuehniella Zeller, 1879,> Homoeosoma nebulella (Denis &
Schiffermiller, 1775)?* e Zamagiria dixolophella Dyar, 1914.2° A base da antena esta
constituida pelo escapo e o pedicelo, estes dois estdo cobertos por escamas. Na base do escapo
e na unido do escapo e pedicelo foram observados pelos de Béhm, pequenas estruturas que,
pela sua localizacdo, podem estar associadas a sensibilidade mecénica ou a uma funcéao

propioceptiva para monitorar o movimento das antenas.?*28

Normalmente em Lepidoptera, o flagelo da antena se divide em uma superficie
sensilar e outra coberta por escamas. Tem-se especulado que esta disposicdo permite proteger
as sensilas de dano mecanico, favorecer a capacidade do inseto de detectar a direcdo de um

estimulo e servir como mecanismo para concentrar moléculas volateis.?:2°

O tamanho da antena e de seus segmentos, assim como o nimero de flagelémeros, ndo
apresentaram dimorfismo sexual. No entanto, a disposi¢cdo das sensilas tricoides mais
compridas é claramente diferente entre os sexos (Figurala e 1b). Este dimorfismo é
frequentemente observado em espécies que usam feromaonios sexuais.®® Machos com sensilas
maiores tém maior zona sensorial na antena para percepcdo do feroménio sexual, pelo qual

podem ser considerados como receptores na comunicagdo quimica sexual .3
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Um total de seis diferentes tipos de sensilas antenais foram identificados em adultos de
H. ferrealis neste estudo. Sensila tricoide |, sensila tricoide IlI, sensila caética, sensila
estilocbnica, sensila coelocénica e sensila auricillica tém sido reportadas anteriormente em
antenas de outras espécies da familia Pyralidae, tais como E. kuehniella,?® H. nebulella®* e Z.

dixolophella.?®

Estas sensilas morfologicamente diversas representam todo um repertério de sistema
de deteccdo sensorial no inseto. Embora esteja fora do ambito deste estudo discutir ou
elucidar as funcgdes destas sensilas, algumas sensilas reportadas para H. ferrealis tém sido alvo
de estudos eletrofisioldgicos e ultraestruturais em outras espécies da familia Pyralidae, de
modo a elucidar suar fungBes biodgicas.®? Por exemplo, todas as sensilas aqui descritas, com
excecdo da sensila estilocénica, apresentam porosidade e sdo responsaveis pela percepc¢édo de
estimulos quimicos.®*% Sensilas sem porosidade tém sido associadas com a percep¢do de

umidade, temperatura e estimulos mecéanicos. 3¢’

As sensilas tricoides sdo frequentemente polimorficas. Véarias pesquisas descrevem a
presenca de pelo menos dois subtipos em espécies estudadas,?’?%3038 jgualmente ao
observado em H. ferrealis. As sensilas tricoide sdo conhecidas como sensilas receptoras
olfativas,® visto que muitos estudos mostram que estas sensilas com poros bem
desenvolvidos contém receptores olfativos que detectam os feroménios sexuais.®4042 A
presenca de dimorfismo sexual nessas sensilas sugere que a percepgdo olfativa para
feromonios sexuais pode estar mais desenvolvida nos machos do que nas fémeas de H.

ferrealis. Andlises eletrofisiologicas posteriores confirmardo a funcionalidade destas sensilas.

A morfologia das sensilas caéticas de H. ferrealis é comum entre muitos
lepiddpteros.?®2843 O grau de dimorfismo sexual é aparente nas sensilas caéticas de varias
espécies como Talponia batesi Heinrich, 1932 (Lepidoptera: Tortricidae),** Catocala remissa
Staudinger, 1892 (Lepidoptera: Noctuidae)®® e Synanthedon scitula (Harris, 1839)
(Lepidoptera: Sesiidae).*® Em H. ferrealis, o dimorfismo sexual é aparente no comprimento,
com os machos possuindo maior dimenséo. Estas sensilas cumprem fungdo quimiorreceptora
de contato ou mecanorreceptiva, uma vez que surgem de uma cavidade flexivel e possuem
poros terminais.3’*® Receptores gustativos das sensilas caéticas em H. virescens auxiliam na
deteccdo e discriminagdo de fontes alimentares nocivas e comestiveis.®® De igual forma, estas
sensilas estdo envolvidas no processo de escolha de oviposicdo como mostrado para Busseola
fusca (Fuller, 1901) (Lepidoptera: Noctuidae).*’
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A sensila estilocbnica de H. ferrealis possui caracteristicas morfoldgicas comuns para
esse tipo de sensila em Lepidoptera. Normalmente é uma sensila cilindrica grossa com um ou
mais cones sensoriais.?>?"3 A sensila estiloconica de H. ferrealis suporta um unico cone
sensorial. Adicionalmente estas sensilas contém receptores de contato gustativos?®“4® e

receptores termo-higro reguladores.*

As sensilas coeloconicas sdo altamente conservadas dentro dos lepiddpteros, enquanto
outros tipos de sensilas variam consideravelmente entre espécies e sex0s.”® Geralmente
existem dois subtipos em Lepidoptera: aqueles com uma sensila central cercada por uma
depressdo com “espinhos” cuticulares e outra sem os “espinhos”.>}®2 A presenca de espinhos
tem sido notada em numerosas mariposas, incluindo S. scitula* e Helicoverpa armigera
(Hubner, 1805) (Lepidoptera: Noctuidae),> e sdo considerados uma adaptacio para proteger a
sensila central contra danos fisicos ou dessecagdo.>® A sensila coeloconica descrita aqui em H.
ferrealis existe apenas no subtipo com “espinhos”. Para os receptores deste tipo de sensila
tem-se atribuido primariamente uma funcdo olfativa, importante para detectar volateis de
plantas hospedeiras e escolher locais de oviposicdo.?837545% Por outro lado, a auséncia de
porosidade na sensila sugere uma funcio higrorreceptora, como em V. polistiformis,*® ou

termorreceptora.®’

As sensilas auricilicas sdo altamente polimorficas nos lepidopteros, elas podem
ocorrer em forma oval, como em Tineola bisselliella Hummel, 1823 (Lepidoptera: Tineidae)®
e Sciolopteryx libatrix (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Noctuidae),>” e em forma de folha
comprida, semelhante as encontradas em Nyctemera annulata Boisduval, 1832 (Lepidoptera:
Erebidae).?® A funcéo olfativa das sensilas auricilicas é variada em S. libatrix,®’ os receptores
olfativos destas sensilas detectam volateis de plantas; em Eriocrania semipurpurella
(Stephens, 1835) (Lepidoptera: Eriocraniidae).%® Estes receptores sdo ativados na presenca do
menor componente feromonal da espécie e, adicionalmente, ainda podem cumprir dupla
funcionalidade detectando volateis de plantas e feromonio sexual, como é relatado para Cydia
pomonella (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Tortricidae).>%%° Com isso, pode ser sugerido que a
funcdo das sensilas auricilicas é a deteccdo de estimulos olfativos e que o fato de apresentar
caracteristicas morfolégicas semelhantes em ambos sexos poderia indicar uma fun¢do comum

no sistema olfativo de adultos H. ferrealis.

Os dimorfismos sexuais observados e a disposicdo das sensilas tricoides em machos
indicam que estes apresentam maior area de sistema olfativo, sugerindo que a comunicagao

guimica tem um papel importante na biologia da espécie. Mariposas de habito noturno
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dependem fortemente da comunicacdo quimica para encontrar alimento, hospedeiro e, em
particular, no comportamento sexual, no qual é necessaria a detecgdo de feromonios sexuais

produzidos pelas fémeas.

As fémeas de mariposas produzem e liberam feromdnios sexuais durante o
comportamento de chamamento. Investigagdes prévias em H. robusta?®?! e H. grandella!®1®
tém confirmado que os Ultimos segmentos do abdémen destas fémeas sdo a fonte do
feromonio sexual. Habitualmente em Lepidoptera, a glandula sexual se situa na membrana

intersegmentar retratil entre o oitavo e nono segmento abdominal.5!

Esta glandula geralmente consiste numa camada de células epiteliais cuboides ou
colunares hipertrofiadas que podem ocorrer no lado ventral, lateral, dorsal ou em forma de
anel na membrana intersegmetar.62* Exames histoldgicos da membrana intersegmentar de H.
ferrealis indicam que somente a parte dorsolateral contém células epiteliais colunares
hipertrofiadas, como também observado para Ostrinia. nubilalis (Hubner, 1796) (Lepiddptera:
Crambidae)®e Amyelois transitella (Walker, 1863) (Lepiddptera: Pyralidae).®®

Em estudos prévios em outras Pyralidae, tais como, Dioryctria abietella. (Denis &
Schiffermller, 1775), Ephestia kuehniella Zeller, 1879 e Plodia interpunctella Hubner, 1813
tem sido relatado que o epitélio glandular forma um anel ao redor da membrana
intersegmentar.54%%:6” No entanto, a localizagdo exata onde a membrana se torna glandular é

extremamente variavel entre os lepiddpteros.

Caracteristicas citologicas observadas nas células hipertrofiadas da membrana da
fémea de H. ferrealis, como nucleo grande, numerosos vacuolos e dobras da membrana
plasmética apical sdo aspectos observados em células glandulares de lepiddpteros.®!
Entretanto, outras caracteristicas também encontradas em células glandulares produtoras de
feromonios sexuais, tais como, presenca de numerosas mitocéndrias, goticulas lipidicas na
célula e na cuticula sobrejacente, mas canais porosos gque atravessam a epicuticula ndao foram

observados na H. ferrealis

Estes canais de poros geralmente contém filamentos epicuticulares envolvidos na
translocacio do feromonio através do revestimento cuticular para o exterior.® Por exemplo,
na glandula de feromonio sexual de Helicoverpa zea (Boddie, 1850) (Lepidoptera: Noctuidae)
foi observada a presenca de goticulas excretadas na ponta dos pelos cuticulares.®® Ainda que
ndo foi possivel observar a porosidade em nossos resultados, a presenca de microtrichae

unicamente sobre as células glandulares indica que podem estar funcionando da mesma forma
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que em H. zea. Por outro lado a auséncia de porosidade em algumas espécies sugere que 0
transporte do feromdnios através da cuticula acontece por difusdo, embora estas glandulas ndo

apresentem microtrichae. 386270

A glandula de feroménio ocupa uma faixa bastante estreita e, para maximizar a
evaporacdo do feromdnio, é espalhada sobre uma superficie altamente convoluta com a
superficie com sulcos irregulares e proeminentes protuberancias granulares observados em H.
ferreali. Estas protuberancias sdo expostas durante o comportamento de chamamento da
fémea permitindo um alargamento da area para a disseminacdo do feroménio e podendo
potencializar o sistema de liberacdo dos volateis. Assim, a cuticula pode desempenhar um
papel importante na regulacdo da emissdo de feromonios, podendo ser responsavel por uma
taxa controlada de liberacdo de feromdnios em pequenas porcdes, como € especulado para

Cameraria ohridella Deschka & Dimi¢, 1986 (Lepidoptera: Gracillariidae).®?

Feromonios sexuais de fémeas de Lepidoptera foram identificados em mais de 600
espécies.”t Dentre eles, aproximadamente 30% sdo estudos realizados em mariposas da
Superfamilia Pyraloidea.”"® Caracteristicas na estrutura quimica e na via biossintética destes
compostos sdo usadas para classificar os ferménios femininos. Deste modo os feroménios
tipo | compreendem alcoois, aldeidos e acetatos de cadeias hidrocarbonadas lineares de 10 a
18 carbonos com uma, duas ou trés insaturagdes e s&o biossintetizados de novo na glandula

sexual.’b7

Em nosso estudo, detectamos dois compostos ativos em ensaios de GC-EAD para a
antena de machos, estes dois compostos em baixas concentracbes como observado em outras
espécies Pyralidae.” Com base no tempo de retencdo, na fragmentacio e comparagio com
padrdes sugerimos que estes dois compostos sdo Z9,E12-14:0H e E12-14:0H. A estrutura
molecular destes compostos os classifica como feroménios sexuais tipo | de mariposas. O
composto majoritario (E12-14:0H) ndo tem sido relatado como feromdnio sexual em
mariposas, no entanto a posicdo 12 da insaturacdo em cadeias de 14 carbonos tem sido
relatada previamente na mistura feromonal de Ostrinia furnacalis (Guenée, 1854)
(Lepidoptera: Crambidae),”® nos compostos Z12-14:0Ac e E12-14:0Ac. De igual forma, esta
posi¢do também tem sido observada em cadeias de 16 carbonos como 0 Z12-16:0Ac presente

na glandula sexual de Pseudexentera spoliana (Clemens, 1864) (Lepidoptera: Tortricidae).’’

Por outro lado, Z9,E12-14:0H tem sido relatado em espécies da familia Pyralidae,
muitas vezes como componente minoritario da mistura feromonal, sendo o majoritario o

respectivo dienil acetato, observado em .P. interpunctella,”® E. kuehniella, Ephestia elutella
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(Hubner, 1796),’%% e Cactoblastis cactorum (Berg, 1885).8! Em compensacéo, algumas
espécies do género Euzophera apresentam o Z9,E12-14:0H como componente majoritario na

mistura feromonal.”>8283

Dentro do género Hypsipyla o feromdénio sexual tem sido relatado como alcoois e
acetatos de cadeias mono ou di-insaturadas de 14 carbonos, sendo que os compostos Z9-14:
OH, Z9-14:0Ac e Z9E12-14:0Ac estdo presentes na mistura feromonal das duas espécies
estudadas até a atualidade, H. grandella e H. robusta.'’-?! Adicionalmente, H. grandella, igual
que H. ferrealis, apresentam como componente da glandula sexual o Z9E12-14:0H, deste
modo esta claro que a quimica dos feroménios é altamente conservada dentro dos membros
do género Hypsipyla. Isso se deve ao fato que todos estes compostos estdo intimamente
relacionados biossinteticamente. Z9E12-14:0H ¢ formados pela a¢do de uma A1l1-dessaturase
no acido palmitico e posterior encurtamento da cadeia por dois carbonos para dar um
intermediario Z9-14:acila, que ¢é entdo dessaturado novamente com uma Al2-dessaturase
especifica e, finalmente, é reduzido.?* De igual forma, o E12-14:0H pode ser formado pela
acdo da mesma Al2-dessaturase apds o encurtamento de dois carbonos na cadeia do acido

palmitico e finalmente reduzido.

Blassioli-Moraes et al. (2017) especularam que a presenca de Z9,Z12-14:0H e
79,712-14:0Ac em H. grandella pode ser um discriminante para o isolamento reprodutivo da
espécie. A especificidade do feromdnio sexual nas mariposas € um vetor primario no
isolamento reprodutivo. Caracteristicas como a estereoquimica dos compostos e as propor¢does
entre estes podem desencadear respostas diferentes em espécies diferentes.®> Deste modo,
pode-se supor que H. grandella e H. ferrealis, espécies que coabitam,*? permanecem isoladas
reprodutivamente, mesmo possuindo estruturas quimicas dos componentes do feromonio
sexual similares, mas com suas configuracdes e proporcdes sdo diferentes. No entanto,
estudos ecologicos e evolutivos sdo necessarios para esclarecer o isolamento reprodutivo

destas espécies.

Neste estudo, a morfologia das antenas e sensilas antenais de H. ferrealis foram
analisadas, e a estrutura e localizacdo da glandula feromonal sexual feminina foi também
determinada. Adicionalmente, nds propomos Z9,E12-14:0H e E12-14:0H como candidatos a
componentes feromonais com base nas analises do extrato da glandula feromonal de fémeas
durante o periodo de chamamento. Essas analises nos permitem entender melhor os

mecanismos olfativos para comunicacdo quimica entre machos e fémeas. Outras analises
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quimicas, eletrofisioldgicas e comportamentais, incluindo GC-EAD dos padrdes e testes de

campo permitirdo concretizar a identificagcdo do feromonio sexual de H. ferrealis.
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