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RESUMO

Os lepidopteros Eupalamides cyparissias Fabricius, 1776 (Castniidae) e Automeris
liberia Cramer, 1780 (Saturniidae) sdo pragas que causam danos as plantas da
familia Arecaceae de importancia econémica como a palma de oleo (Elaeis
guineensis Jacq.) e o coqueiro (Cocos nucifera L.). Na fase de larva E. cyparissias
forma galerias no interior do estipe. Na fase de larva A. liberia desfolha as partes
aéreas da planta. Uma forma de reduzir o uso de inseticidas e conseguir conter a
expansdo e os danos de pragas em ambientes agricolas € por meio do controle
comportamental utilizando semioquimicos (feromdnio), uma ferramenta ja utilizada
em algumas culturas, atil no controle e monitoramento. O trabalho investigou os
semioquimicos envolvidos na interagdo instraespecifica de E. cyparissias
(Castniidae) e A. liberia (Saturniidae). Foram obtidas pupas e larvas em plantios da
palma de Oleo do Grupo Agropalma, Tailandia-Pa. O material foi mantido em
laboratério a 25,2°C e 12:00 horas (Escotofase:Fotofase) até obtencdo de adultos. A
microscopia eletrbnica de varredura (MEV) foi realizada para verificagdo da
morfologia e tipologia de sensilas usando antenas de insetos com 24-48h de idade
de ambas os sexos de E. cyparissias e A. liberia. Andlise histolégica foi realizada
com a glandula sexual de A. liberia. Os extratos de ambos os insetos foram obtidos
por extragcdo com solvente hexano grau HPLC e analisados por CG/EAG, CG/DIC e
CG/EM. Nas antenas de E. cyparissias (& e Q) foram identificados tipos de sensilas
como: cerdas de Bohm's bristles, esquamiformes, caéticas, tricoides, ampullaceas,
auricilicas, coelocbnicas e basiconicas. Os bioensaios eletrofisiolégicos indicaram no
extrato da asa do macho de E. Cyparissias, a presenca de um composto
eletrofisiologicamente ativo, o geranilgeraniol, que proporcionou a despolarizacao
das antenas de fémeas virgens da mesma espécie. Foi observado em A. liberia
dimorfismo sexual na antena do macho (bipectinada) e fémea (filiforme), os tipos de
sensilas identificadas foram: cerdas de Bohm's bristles, sensilas esquamiformes,
tricoides, basicOnicas, coelocbnicas, caéticas e estiloconicas. A glandula produtora
de ferombnio em A. liberia foi identificada na membrana intersegmental entre os
ultimos segmentos abdominais e estudo histol6gico sugere a presenca de celula
glandular. As analises eletrofisiolégicas demonstram que o extrato da glandula
sexual de A. liberia causa despolarizacdo da antena de machos virgens sugerindo
que o extrato da fémea possui composicado eletrofiologicamente ativa. Na E.
cyparissias foi identificado um componente que provoca estimulo as antenas dos
insetos coespecificos do sexo oposto desta espécie enquanto a A. liberia apresentou
o0 extrato da glandula sexual de fémeas virgens eletrofisiologicamente ativo para
machos, estas informacgéo séo relevantes e podem delinear perpectivas futuras para
ecologia quimica destas espécies com o intuito de alternativa de controle.

Palavras-chave: Ecologia quimica. Lepidoptera. Semioquimicos. Sensila. Controle

de pragas.



ABSTRACT

The Lepidoptera Eupalamides cyparissias Fabricius, 1776 (Castniidae) and
Automeris liberia Cramer, 1780 (Saturniidae) are pests that damage the plants of the
family Arecaceae of economic significance as the oil palm (Elaeis guineensis Jacq.)
And coconut tree (Cocos nucifera L.). In the larval stage E. cyparissias forms
galleries inside the stipe. In the larval stage A. liberia defoliation the aerial parts of
the plant. One way to reduce the use of insecticides and control expansion and
damage of pests in agricultural environments is through behavioral control using
semiochemicals (pheromones), a useful tool for controlling and monitoring pests that
has been used in some crops. This work investigated the semiochemicals involved in
the intraspecific interaction of E. cyparissias (Castniidae) and A. liberia (Saturniidae).
Pupae and larvae were obtained in plantations of oil palm from the Agropalma
Group, Thailand-Pa. The material was kept in the laboratory at 25.2 ° C and 12:00
hours (Scotophase: Photophase) until obtention of adults. Scanning electron
microscopy (SEM) was performed to verify the morphology and typology of sensilla
using antennas of E. cyparissias and A. liberia insects of both sexes with 24-48h.
Histological analysis was performed with the sexual gland of A. liberia. The extracts
of both insects were obtained by extraction with HPLC grade hexane solvent and
analyzed by GC / EAD, GC / FID and GC / MS. In the antennas of E. cyparissias (&
and @), sensilla types were identified as Boéhm's bristles, squamiformia, trichodea,
basiconica, chaetica, auricilica, coeloconica, ampullacea. The electrophysiological
bioassays indicated in the male wing extract of E. cyparissias the presence of an
electrophysiologically active compound, geranylgeraniol that provided the
depolarization of antennas of virgin females of the same species. The male
(bipectinate) and female (filiform) antennae were found to have sexual dimorphism in
A. liberia, the types of sensilla identified were trichodea, chaetica, basiconica,
coeloconica, squamiformia, styloconica and Bohm's bristles. The pheromone
producing gland in A. liberia was identified on the intersegmental membrane between
the last abdominal segments and histological study suggests the presence of
glandular cell. The electrophysiological analysis shows that the extract of the sexual
gland of A. liberia causes depolarization of the antenna of virgin males suggesting
that the female extract has an electrophysiologically active composition. In E.
cyparissias, a component that stimulates the antennae of the coespecific insects of
the opposite sex of this species was identified while A. liberia presented the extract of
the sex gland of electrophysiologically active virgin females for males, this
information is relevant and may outline future perspectives for chemical ecology of
these species with the intention of alternative control.

Key words: Chemical ecology. Lepidoptera. Semiochemicals. Sensila. Pest control.
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1. INTRODUCAO GERAL

A familia Arecaceae compreende uma diversidade de plantas que se
destacam em vérios paises decorrentes de sua importancia econémica (FARIAS,
2013; MEIRA et al., 2015; CREMONEZ et al., 2015; AGELE et al., 2017). Dentre as
espécies de palmeiras cultivadas no Brasil destacam-se a palma de Oleo, acaizeiro,
coqueiro, jucara, palmeira-real e a pupunheira dentre outras (GUNN et al., 2011;
RULL e MONTOYA, 2014; AGELE et al., 2017 ).

No Brasil muitas regiées possuem o cultivo da palma de 6leo, do coqueiro e
do acaizeiro que sdo responsaveis por empregos diretos e indiretos que parte do
campo a industria (TINOCO, 2016; FURUMO e AIDE, 2017).

A matéria prima das plantas da familia Arecaceae resulta em uma variedade
de produtos que atende o mercado nacional e internacional (ARRUDA et al., 2014;
VILLELA et al., 2014; YAHYA et al,, 2015; PIRKER et al., 2016 ). A importancia
socioeconbmica de muitas dessas plantas faz com que ocorra a expansao da
cultura, entretando, plantas como, por exemplo, a palma de 6leo e o coqueiro vém
sofrendo com problemas fitossanitarios devido a presenca de diversos insetos praga
(TINOCO, 2016).

Eupalamides cyparissias (Castniidae) e Automeris liberia (Saturniidae) séao
pragas que tem ganhado destaque por afetar negativamente a cultura de plantas da
familia Arecaceae como a palma de 6leo e coqueiro dentre outras, principalmente na
regido Norte do Brasil, e sdo conhecidos por seu potencial de praga na América do
Sul e América Central (OLIVEIRA et al., 2018a; OLIVEIRA et al., 2018b; TINOCO,
2016; VASQUEZ et al., 2008).

E. cyparissias € uma broca de dificil controle sua larva abre galerias no
interior da estipe impedindo o transporte de nutrientes e interrompendo o
desenvolvimento da planta, podendo causar sua perta total (PEREZ e IANNACONE,
2006; VASQUEZ et al., 2008).

A. liberia (Saturniidae) € uma mariposa que na fase de larva causa a desfolha
dos foliolos afetando o processo de fotossintese e o desenvolvimento da planta
(OLIVEIRA et al., 2018a; TINOCO, 2016).

Como consequéncia dos danos causados pelas pragas mencionadas ha um

aumento no replantio, atraso e/ou interrup¢cdo no desenvolvimento vegetativo € no


http://iopscience.iop.org/article/10.1088/1748-9326/aaa270/meta#erlaaa270bib62
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inicio da producéo (DAL MOLIN e BARRETO, 2012; BEAUDOIN-OLLIVIER et al.,
2017).

O controle atual desses insetos quando localizados varia desde controle
mecanico por meio da coleta com rede entomoldgica (adulto) e/ou gancho (pupa),
destruicdo, utilizacdo de inseticida e/ou controle bioldgico (DAL MOLIN e BARRETO,
2012; SOUZA, 2006).

Apesar das tentativas de controle usadas para minimizar os impactos destes
lepidopteros, sua eficiéncia ainda é baixa e estas pragas ainda afetam a palma de
6leo e coqueiro na regido norte do Brasil e em outros paises. E evidente que a
implementacdo de estratégia de controle associada ao Manejo Integrado de Pragas
qgue proporcione baixo impacto a cultura e ao meio ambiente torna-se necessario.
Desta forma, a utilizacdo dos semioquimicos no controle comportamental de pragas
€ uma opcao relevante para o setor agricola ndo oferencendo risco ao ambiente
(ANTONY et al., 2015; GROOT et al., 2016).

Na literatura as informacdes sobre a ecologia quimica destes lepiddpteros séao
escassas. Desta forma, o presente trabalho visou investigar os semioquimicos
envolvidos na interacéo intraespecifica da E. cyparissias e A. liberia com a finalidade
de contribuir para o desenvolvimento de estratégias de monitoramento e/ou controle
destas pragas.

A tese apresentada compreende uma revisao de literatura geral e quatro
capitulos resultantes das pesquisas direcionadas pelo material de pesquisa da tese.
No presente material trés capitulos (I, 1l e 1ll) foram descritos em formato de arigo e

foram submetidos a revistas da area.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Familia: Arecaceae

Plantas da familia Arecaceae sao constituidas por uma diversidade de
palmeiras cerca de aproximadamente mais de 2.600 espécies, presentes nas
regibes tropicais e subtropicais (HEYDUK et al.,, 2016). Geralmente sédo plantas
monocotiledéneas de importancia econdmica, social e ambiental como, por exemplo,
0 coqueiro, a palma de 6leo e o acaizeiro dentre outras (COSTA et al.,, 2018;
CAMPOS et al., 2018; FARIAS, 2013; FRAGOSO et al., 2001; SOUZA et al., 2013).

Dessas plantas tudo pode ser aproveitado como materia prima para producao
de cosméticos, medicamentos, combustiveis e principalmente alimentos. Dentre a
variedade de produtos esta o palmito, frutos, 6leo, madeira, margarina, glicerol,
cosmeéticos, detergentes sintéticos, sabdo, velas, fluidos para freio de avido,
biodiesel, artesanatos, méveis e produtos com potencial farmacolégico (DE LA
TORRE et al., 2009; SOSNOWSKA E BALSLEV, 2009; KUSS et al., 2015; MURPHY
et al., 2014; BORGES et al., 2016; ARRUDA et al., 2014; SCHULTZ, 2008; LIMA et
al., 2015).

As plantas de Arecaceae atendem ao mercado nacional e internacional com
seus produtos e subprodutos (RAMALHO FILHO, 2010; BROKAMP et al., 2011). No
Brasil o avanco no cultivo dessas plantas € crescente tornando o pais um dos
grandes produtores mundiais de palma de éleo e o coqueiro (PATIL et al., 2018;
OKINO-DELGADO et al., 2018; BENAMI et al., 2018; SANTANA et al., 2014). Além
disso, emprega grande méo de obra desde pequeno produtor a indastria (TINOCO,
2016).

2.1.1 Problemas fitossanitarios: Inseto praga

Muitas plantas de Arecaceae vém sofrendo com os severos danos causados
por pragas de distintas ordens, que dificultam sua expansdo em diversos paises e
regides brasileiras. O Rhynchophorus palmarum (L.) (Coleoptera: Curculionidae) é
uma das principais pragas desta cultura no Brasil (CYSNE et al., 2013). Porém a
ocorréncia de outros insetos desfolhadores, brogueadores de estipe e raiz
necessitam de atencado por comprometer as plantas em distintas partes (LEMOS et
al., 2008; PUKER at al., 2009; BARBOSA et al., 2011; DAL MOLIN e BARRETO,
2012; MEDEIROS e MESQUITA, 2014).
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Lepidopteros desfolhadores como, por exemplo, Automeris sp (Saturniidae),
Euprosterna elaeasa e Acharia fusca (Limacodidae), a broca da estipe Eupalamides
cyparissias (Castniidae), as lagartas que se alimentam de raiz a Sagalassa valida
(Glyphipterigidae), na ordem Coleoptera Rhinostomus barbirostres F. (Curculionidae)
(RIBEIRO et al., 2013; ALVARADO-MORENO et al., 2014; MARTINEZ et al., 2014;
TINOCO, 2016).

Os insetos praga tem se tornado um dos gargalos para expansdo de muitas
culturas agricolas por causarem prejuizos alarmantes nos diferentes estagios da
planta, que parte desde o viveiro até a implantacdo, crescimento e desenvolvimento
(FERREIRA, 2008; DAL MOLIN e BARRETO, 2012).

Muitas empresas e produtores tentam conter os insetos praga com formas de
controle que variam desde sua destruicdo, queima das plantas infestadas, podas até
utilizacdo de inseticidas ou inimigos naturais (DAL MOLIN e BARRETO, 2012,
GAZEL FILHO, 2000; SOUZA, 2006). Logo, é evidente a necessidade de reduzir o
uso de inseticidas levando em consideracdo a qualidade do produto, a saude
humana e o meio ambiente, tendo vista que, os produtos das palmaceas séao de
consumo humano tanto de forma in natura quanto industrializada (TINOCO et al.,
2008).

2.2 Eupalamides cyparissias Fabricius (Lepidoptera: Castniidae)

A familia Castniidae possui aproximadamente 133 espécies distribuidas nos
Neotropicos, Sudeste Asiatico e Australia. E uma pequena familia de insetos com
tamanho variado entre médio e grande porte, atribuidos de cores vibrantes onde
algumas espécies sdo muito semelhantes as borboletas (GONZALEZ et al., 2010;
QUERO et al., 2017).

Os lepidopteros dessa familia possuem uma diversidade de plantas
hospedeiras das familias Arecaceae, Poaceae, Bromeliaceae e Musaceas
(PARRALES et al., 2018; GONZALEZ E FERNANDEZ-YEPEZ, 1993; GONZALEZ E
COCK, 2004).

E. cyparissias também é conhecida como Castnia daedalus, Cyparissius
daedalus, Eupalamides daedalus e por nomes comuns como broca-da-coroa-foliar,
broca da coroa foliar das palmeiras, broca das palmeiras (BERNARDINO, 2007,
LEMOS E BOARI, 2010). E um inseto fitéfago disperso na Colémbia, Peru, Equador,
Guiana, Venezuela e no Brasil com énfase na regido Norte (GONZALEZ E COOK,
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2004; KRUG et al., 2013; DOMAGALA et al., 2017). Sua incidéncia foi relatada em
plantas da familia Arecaceae como, por exemplo, a palma de 6leo, o coqueiro, 0
acaizeiro (LEMOS E BOARI 2010). Essa espécie apresenta fios longos na regido
ventral da asa anterior (GONZALEZ E COOK, 2004).

Os adultos séo relativamente grandes. A fémea tem 17 - 20 cm e 0 macho de
17-18 cm de envergadura. Suas cores variam do marrom, verde e purpura (ALDANA
et al.,, 2004). Esse lepidoptero tem atividade comportamental entre 05h30min —
06h00min fotofase e 18h00minh -18h30min escotofase (VASQUEZ et al., 2008).

Os ovos séo caracterizados por estrias longitudinais, apresentam 5-6 mm de
comprimento e 2 mm de largura (VASQUEZ et al., 2008). A larva que causa dano a
estipe da planta possui aparéncia leitosa com 7 a 130 mm de tamanho (SILVA E
CARNEIRO, 2001; BERNARDINO, 2007). Seu ciclo total pode chegar a 314 dias
(KORKYTKOWSK e RUIZ 1980) (Figura 1).

Figura 1- Ciclo biol6gico da E. cyparissias (Lepidoptera: Castniidae).

Ciclo total
314

upa 30
dias

-

Adaptado de KORKYTKOWSK e RUIZ (1980). Fotos: Kelly B. Da Sillva (2016).
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Segundo Korkytkowsk e Ruiz (1980) o dimorfismo sexual foi observado na
fase de pupa (Figura 2 A-B). Na fase adulta do inseto adulto também foi observado
dimorfismo com a presenca de uma cerda Unica na asa posterior do macho (Figura 2
C-D) e a fémea possui cerdas volumosas na asa posterior na regido proxima ao
térax (Figura 2 C-E).

Figura 2 - Detalhes do dimorfismo sexual. Segmentos finais do abddémen da pupa
(regido ventral) fémea (A) e macho (B). Asa posterior de adulto (C) detalhe do macho
(D) e fémea (E).

Dimorfismo na pupa Dimorfismo na asa posterior do Adulto

FEMEA

B

Fonte: Adaptado KORKYTKOWSK e RUIZ (1980).

Na fase de larva a E. cyparissias causa danos diretos e indiretos a planta
hospedeira. O dano direto é provocado pelas larvas que perfuram a estipe formando
galerias no interior da planta até os cachos durante o processo de alimentacao

(Figura 3). Essas galerias romprem 0s vasos que permitem o transporte de
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nutrientes, ou seja, a seiva bruta elaborada, importante para o desenvolvimento da
planta e producao dos cachos (ALDANA et al., 2004).

Figura 3 - Danos da E. cyparissias. Larva (A), casca da pupa no estipe da planta (B),
galeriano cacho da palma de 6leo (C) e galerias nas fatias do estipe da planta (D-E).

A

Fotos: Kelly B. Da Sillva (2016).

Essas galerias séo tragadas desde o estipe, péndulo dos cachos e base foliar
e como consequéncia ocorre 0 abortamento de cachos, baixo desenvolvimento de
flores e arqueamento foliar. Em casos mais extremos, pode ocorrer a podriddo de
tecidos abaixo do meristema da planta (ALDANA et al., 2004; VASQUEZ et al, 2008;
LEMOS e BOARI 2010).
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O dano indireto causado pela larva de E. cyparissias pode deixar a planta
susceptivel ao ataque de outros insetos. As lesfes causadas por esta broca
contribuem para o processo de fermentacdo de tecido vegetal e os volateis
dispersos desse processo atuam na atragdo de insetos como o Rhynchophorus
palmarum (L.) (Coleoptera: Curculionidae). Além disso, a galeria formada pelo
ataque da larva pode ser alvo de agentes fitopatogénicos (BERNARDINO, 2007).

Logo, houve teste de mortalidade com lagartas de E. cyparissias apontaram
que o acefato e o carbaryl (Figura 4) a 0,1% provocaram a mortalidade do inseto
(MULLER et al., 2000). Entretanto, a forma de aplicacdo de alguns produtos
(inseticidas) por perfuragdo coloca a planta em estado de vunerabilidade devido a
necessidade de aplicacdo interna do produto (SILVA et al., 2003).

Figura 4 - Formulas moleculares do acefato (a) e carbaryl (b).

() (b) 0

0 O——CHj

o N4 O—g—NHCH;,

”3C/

Dentre os parasitéides relatados para possivel controle biolégico de E.
cyparissias destaca-se Trichospilus diatraeae (Hymenoptera: Eulophidae) (RIBEIRO
et al.,, 2013) e Ooencyrtus sp. (Hymenoptera: Encyrtidae) (ALDANA et al., 2003).
Segundo Perez e lannacone (2008) extratos de plantas Sacha yoco (Paullinia
clavigera), Achiote (Bixa orellana) Yuquilla (Euphorbia cotinifolia) provocaram de
mortalidade de lagartas em estagio inicial.

Devido ao fato da lagarta se alojar no interior da planta permanecendo
protegida de inimigos naturais e da acdo externa de controle, algumas alternativas
acabam n&o tendo um resultado satisfatério. Desta forma, o método de controle
mecanico acaba sendo comumente usado por algumas empresas e produtores na
regido norte do Brasil, para minimizar o impacto da praga. A coleta de pupas e
adultos ocorre respectivamente com gancho (Figura 5A-B) e rede entomoldgica
(Figura 5C-D) podendo ser seguida de destruicdo por queima (DELGADO e
COUTURIER, 2003; BERNARDINO, 2007).



24

Figura 5 - Controle mecéanico da E. cyparissias. Coleta de pupa e larva com gancho

(A), captura de adulto com rede entomoldgica (B).

Fotos: Kelly B. da Silva, 2016.

Ainda ndo h& descricdo de controle comportamental para E. cyparissias, mas
estudos envolvendo a presenca de semioquimicos em espécies da familia
Castniidae ganharam destaque com a Telchin licus (Drury) demonstrando que o
extrato de fémeas estimulam o comportamento dos machos, indicando que existem
moléculas que podem estar envolvidas na interacéo intraespecifica (REBOUCAS et
al., 1999). E com a espécie Paysandisia archon (Burmeister) com a identificacéo de
compostos presentes no extrato de machos da que estimulam resposta olfativa no
sexo oposto (QUERO et al., 2017).

COSTA (2015) identificou em distintas partes do corpo de E. cyprissias a
presenca de hidrocarbonetos insaturados, ésteres, alcoois, aldeidos dentre outros
compostos. Entretanto, a funcdo de feromdnio para as moléculas identificadas em
insetos Castniidae ainda € uma incégnita. O controle comportamental para muitos
insetos Castniidae ainda é desconhecido, tornando as espécies dessa familia,

pragas de dificil controle.
2.3 Automeris liberia (Lepidoptera: Saturniidae)

Lepidopteros que compreendem a familia Saturniidae apresentam cerca de
2.349 espécies, distribuidas em 169 géneros e 09 subfamilias (LARA-PEREZ et al.,
2017). O Brasil possui o registro de 422 espécies desta familia (CORREA, 2017).
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Dentro da familia Saturniidae, destaca-se o género Automeris que compreende
larvas com hébito gregario e corpo repleto de cerdas que parecem espinhos e sao
urticantes, por isso uma possivel perfuracdo com as cerdas provoca alguns efeitos
colaterais podendo destacar a dor, ardéncia, inchaco, em casos raros tonturas
(GOMEZ, 2014).

Ha insetos do género Automeris com manchas ocelares nas asas posteriores
na regido dorsal em forma de pupila e configuracdo de arco, sendo este detalhe
caracteristico de algumas espécies como, por exemplo, Automeris naranja Schaus;
Automeris liberia Cremer, Automeris jucunda Cramer e Automeris illustris Walker
(COCK 2005; SPECHT et al., 2006; SPECHT et al., 2007; COMOGLIO e RACHELI,
2016).

As espécies do género Automeris possuem uma diversidade de plantas
hospedeiras, destacando a A. illustris que tem como fonte alimentar plantas como a
bananeira Musa paradisiaca Linnaeus (Musaceae), abacateiro Persea americana
Mill (Lauraceae), citros Citrus sp. (Rutaceae), cafeeiro Coffea arabica Linnaeus
(Rubiaceae) (SPECHT et al., 2006). A A. naranja por sua vez tem como hospedeira
a Annona cherimolia Mill (Annonaceae), o cafeeiro Coffea arabica Linnaeus
(Rubiaceae), o maracuja Passsiflora sp. (Passifloraceae) (SPECHT et al., 2007).
Segundo TINOCO (2016) e OLIVEIRA et al (2018b) a A. liberia (Figura 6) afeta a
cultura da palma de 6leo (Elaeis guineensis Jacq) na regidao Norte do Brasil. Esse
lepidoptero foi relatado como praga de palma de 6leo na America Central, Perq,
Colémbia, Equador e Venezuela (OLIVEIRA et al., 2018a)
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Figura 6 - Adultos de A. liberia. Macho posicéo dorsal (A) e ventral (B), fémea posicéo
dorsal (C) e ventral (D).

Fotos: Kelly B. da Silva, 2017.

A. liberia possui um ciclo holometabolo que compreende as fases de ovo,
larva, pré-pupa, pupa e adulto (Figura 7). Morfologicamente seus ovos sé&o
caracterizados como brancos e meio achatados apresentando coreo verde claro que
fica escuro quando esta préoximo de eclodir a larva (OLIVEIRA et al., 2018a). A larva
é verde com listras brancas nas laterais e possui a presenca de cerdas similares a
espinhos por todo corpo (Figura 7B). Para a fase de pré-pupa a larva cria um casulo
com seda e pedacos de folha (Figura 7C) permanecendo até a fase de pupa
(OLIVEIRA et al., 2018a). O adulto apresenta dimorfismo sexual acentuado na fase

adulta, onde a antena do inseto macho é bipectinada e da fémea filiforme (Figura 8).
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Figura 7 - Fase de desenvolvimento de A. liberia. Ovo (A), larva (B), pré-pupa (C); pupa
(D), machod e fémea? adulta (E).

Fotos: Kelly B. da Siva, 2016.

Na fase de larva A. liberia afeta a cultura a partir dos instares iniciais,
apresentando habito gregéario provocando grande dano a area foliar infestada. Seu
principal dano consite na desfolha dos foliolos na parte aérea da planta hospedeira
jovem, comprometendo o processo de fotossintese em inicio de desenvolimento
produtivo (Figura 8) (OLIVEIRA et al., 2018a).
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Figura 8 - Danos da lagarta de A. liberia a planta hospedeira (Palma de 6leo) (A), foliolos da palma de 6leo danificados pela praga (B).

Fotos: Kelly B. da Silva, 2017.
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A presenca de microorganismos e inimigos naturais sado descritas para A.
liberia. Trabalhos relatam a presenca de um fungo Metarhizium e a presenca de
parasitismo pela vespa Telenomus sp. (Scellionidae) e por parasitoide da familia
Tachinidae (OLIVEIRA et al., 2018a).

2.4 Semioquimicos no manejo integrado de pragas (MIP)

A guestdo em torno de problematicas que envolvem a degradacédo ambiental,
o0 acumulo de residuo em alimento, geracdo de resisténcia da praga alvo e/ou
erradicacdo de inimigo natural, provocado pela dependéncia de uma Unica
alternativa de controle, como uso recorrente de inseticidas para conter pragas em
ambientes agricolas, tem preocupado organizacbes de ambito nacional e
internacional. Essa preocupacdo tem desencadeado o interesse por pesquisa que
envolve uso de semioquimico para controle e/ou monitoramente de pragas no
campo. Essa é uma das alternativas do manejo integrado de pragas (DAMOS et al.,
2015; MCGHEE et al., 2014).

Os insetos fazem uso dos semioquimicos (sinais quimicos) para sua
comunicacao quimica e sobrevivéncia no habitat. Os semioquimicos sdo compostos
produzidos de forma natural pelos insetos, através de glandulas e reconhecido pela
antena (olfato do inseto), sendo intermediarios de diversas reacdes
comportamentais. E através do processo de emisséo e deteccéo desses odores que
0s insetos encontram parceiros para o acasalamento, fonte de alimento (planta
hospedeira), reconhecimento de habitats e escolhem local de oviposi¢cdo (LIMA-
MENDONCA et al., 2014; ZARBIN et al., 2009).

Os semioquimicos sao atribuidos de distintas funcBes fisiologicas e
comportamentais conforme a interagcdo e/ou custo beneficio de cada individuo,
podendo ser classificada como intraespecifica onde os compostos designados de
feromoénios estdo envolvidos nas interacdes entre individuos da mesma espécie ou
interespecificos que sao compostos denominados de aleloguimicos e estao
relacionados as interacdes entre individuos de espécies distintas (SARLES et al.,
2015; BECK et al., 2017).

O manejo integrado de pragas combina varias estrategias para serem
aplicadas em ambientes agricolas, priorizando evitar perdas nas culturas sem

causar desequilibrio ecologico. O controle comportamental € uma dessas
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estratégias sendo mediado pelo uso de semioquimicos que sdo atribuidos de
diversas vantagens, sdo produtos atdxicos, espécie especifico atuando somente na
praga alvo, ndo provoca acumulo de residuo em culturas alimentares e nao causam
detrimento aos inimigos naturais e polinizadores no campo (ANTONY et al., 2015;
WITZGALL et al., 2010; DAMOS et al., 2015; MCGHEE et al., 2014).

2.5 Aplicacao do feroménio no MIP

O emprego de ferom6nio no manejo integrado de praga tem como um de
seus propositos o equilibrio ecolégico. Sua aplicagdo no ambiente agricola para
controle comportamental de praga € atribuida de finalidades vantajosas decorrente
da alta especificidade das substancias atrativas, sua utilizacdo pode ocorrer de
acordo com a necessidade do produtor e pode ter a finalidade de atuar no
monitoramento, coleta massal e/ou confundimento sexual (SAHA e CHANDRAN,
2017; BARZMAN et al., 2015).

No monitoramento o feromonio é colocado em armadihas dispostas ho campo
para captura de insetos praga verificando a presenca, auséncia e/ou flutuagéao
populacional das espécies de pragas presentes no ambiente agricola, atuando como
medida preliminar, ou seja, é usada para monitorar e determinar a presenca de
espécies de praga no campo para definir a tomada de decisdo adequada para usar o
controle mais conveniente (LARSSON, 2016; ZARBIN et al., 2009).

Quando a necessidade do produtor for manter uma praga alvo abaixo do
nivel de dano econdémico na cultura é possivel usar o feroménio na coleta massal
e/ou confundimento sexual. Para a coleta massal o ferombnio seja sexual e/ou
agregacao é usado em armadilhas com concentragdes especificas, sua distribuicao
ocorre na area de atuacdo levando em consideracdo um determinado numero
variavel de armadilha por hectare em funcdo da praga alvo com acompanhamento
regular, o feromonio vai atuar na atracdo de inseto do sexo oposto, sendo espécie
especifico (LO et al., 2015; ZARBIN et al., 2009).

O confundimento sexual ocorre com a colocagéo de feromdnio da praga alvo
de forma excessiva através de formulages apropriadas e distribuindo as armadilhas
com feromdnio em diversos pontos para saturar a atmosfera, provocando
desorientagc&o no inseto para evitar 0 acasalamento e uma nova geracao (TEWARI
et al., 2014; ZARBIN et al., 2009).
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Outras finalidades para a aplicacdo do feroménio também vém sendo
introduzidas como o atrai-e-mata, que consiste numa juncdo do feromdnio com o
inseticida. O inseto é atraido para armadilha e morto pela acdo do inseticida. Com
esta forma de aplicacdo ndo ha contato do produto com o inseticida minimizando o
impacto no ambiente e no produto (TEWARI et al., 2014).

A molécula do feromdnio possui a capacidade de atuar de forma especifica no
sistema bioldgico do inseto, a toxidade é baixa ndo causando efeito deletério aos
individuos e ndo provoca a mortalidade do inseto. Devido o potencial elevado da
acdo biologica dos semioquimicos a quantidade de feromdnio usada € minima
(GOULART et al., 2015).

Empresas, pesquisadores e departamentos de pesquisas ligados a
universidades estdo envolvidos na descoberta e/ou aperfeicoamento de tecnologias
de controle que mantenham a integridade da cultura e o equilibrio ecoldgico através
de estudos com semioquimicos, mostrando com éxito que o feromdnio € uma
alternativa satisfatoria para o0 monitoramento e controle de pragas agricolas, gerando
menor impacto sobre a agricultura, com diminuicdo de gastos com pulverizadores e
preservacdo dos inimigos naturais (PINTO-ZEVALLOS e ZARBIN, 2013). A
comercializacdo desses produtos é uma realidade através de diversas empresas,
onde muitos feroménios ja estdo no mercado para atender a diversos produtores
(GOULART et al., 2015; PRETTY e BHARUCHA, 2015; CLAUSEN et al., 2017).

2.6 Producéao de feroménio sexual em lepidoptero fémea

Muitas moléculas identificadas s&o usadas com éxito no controle
comportamental de pragas agricolas. A producdo e a dispersdo desses
componentes usados para comunicacao sexual mediada por fémeas ocorrem numa
regido denominada de glandula sexual. Os compostos produzidos atuam na atragao
a longa distancia de insetos coespecificos do sexo oposto (FOSTER et al., 2014; LU
et al., 2017; FOSTER e ANDERSON, 2015). Geralmente, a mariposa fémea possui a
glandula sexual localizada no ultimo segmento abdominal, denominada de
membrana intersegmental, que compreende os segmentos finais junto ao ovipositor
(Figura 9) (ANDO et al., 2004; FOSTER et al., 2017).
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Figura 9 - Dissecacdo de glandula de Helicoverpa armigera. Exposi¢do dos ultimos
semgmentos abdominais (A); corte a partir do 8° segmento abdominal com cuticula

esclerotica (3) (B); Sem cutila eslerotica (C): Remocédo da cutila escletotica (3),

glandula do feromdnio (2) e ovipositor (1).

Helicoverpa armigera

Fonte: LI et al., 2015.

A membrana intersegmental modificada varia morfologicamente. De acordo
com sua estrutura numa forma mais simples pode ser atribuida de dobra dorsal,
ventral ou dobras laterais quando a membrana apresenta formato glandular, o que
origina a denominada glandula de anel (MA et al., 2017a; FOSTER et al., 2017).
Nessa regido da membrana intersegmental ha presenca de epitélio glandular
responsavel pela produgéo e dispersdo dos componentes atrativos. No horario de
comportamento sexual do inseto a membrana intersegmental fica em evidéncia
proporcionando a atracdo do macho com disperséao de odores (MA et al., 2017a)

A mariposa Bombyx mori Linnaeu (Lepidoptera: Bombycidae) popularmente
conhecida como bicho da seda, foi o primeiro lepidéptero a ter o feromonio sexual
isolado em 1950 a partir do extrato de fémeas virgens (YEW e CHUNG, 2015). O
extrato da glandula atraiu os machos dessa espécie para a localizacdo das fémeas
com a finalidade de coépula, cuja molécula ativa identificada foi denominada de
Bombicol (E, Z) 10,12-hexadecadien-1-ol (Figura 10A) (MATSUMOTO, 2010;
SAKURAI et al., 2014).

A descoberta do bombicol norteou muitas pesquisas em busca de compostos

de atracdo intraespecifica como feroménio sexual em diversas familias da ordem
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Lepidoptera (ANDO e YAMAKAWA, 2011). InUmeras espécies de fémeas da ordem
produzem e dispersam no ambiente pluma de odores atrativos ao sexo oposto
podendo destacar, por exemplo, a Actias luna cujo extrato da glandula sexual atrai
macho coespecifico com os compostos (E, Z) -6,11-octadecadienal e (E) -6-
octadecenal (Figura 10 B-C) (MILLAR et al., 2016). Em extrato da glandula de
fémeas de Holocacista capensis foram identificados os componentes (Z) -5-
tetradecenal e (Z) -7-tetradecenal atraentes para sexo oposto (Figura 10 D-E)
(WANG et al., 2015).

Figura 10 - Estrutura molecular dos componentes (E, Z) -10,12-hexadecadien-1-ol (A);
(E, 2) - 6,11-octadecadienal (B); (E) - 6-octadecenal (C); (Z) -5-tetradecenal (D) e (Z) -7-

tetradecenal (E).
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2.7 Producao de feroménio em lepidoptero macho

A ordem Lepidoptera possui mariposas e borboletas, desta forma, a
comunicacdo sexual pode ser mediada por fémeas ou machos (ANDERSSON et al.,
2007). A comunicacdo sexual intermediada pelo macho auxilia na compreensdo do

comportamento reprodutivo de alguns lepidopteros, principalmente o0s que
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compreendem as espécies das borboletas, nos quais muitos machos sao
responsaveis pela producéo de compostos.

Os machos também séo capazes de dispersar volateis que atraem fémeas
coespecificas. Essas substancias séo produzidas por células glandulares que podem
estar localizadas em distintas partes do corpo do inseto e geralmente estdo
associadas a androcbnia para dispersdo desses volateis (DION et al.,, 2016). A
androcOnia pode esta localizada em asa, perna e/ou abdémen do inseto, sua funcéo
principal consiste na dispersdo de volateis (odores) para atracdo de fémeas
coespecificas para o acasalamento (BACQUET et al., 2014).

A presenca da androcOnia em determinada regidao do corpo do inseto, pode
ser indicada pelas suas diversas formas como, escamas similares a uma mancha
gue podem ter cores diversas, conforme a espécie do inseto ou outras formas
variadas como, tufos de pelos e franjas ou dobras (HONDA et al., 2016; SCHULZ et
al., 1993). Essas estruturas sao indicadas em mariposa e/ou borboleta. Geralmente
em mariposas sdo observadas como tufos de pelos presentes na ponta do abdémen
ou 6rgdo reprodutor do macho (HERNANDEZ-ROLDAN et al., 2014). Nas
borboletas podem estar dispersas em qualquer parte do corpo do inseto (DION et
al., 2016; OMURA e YOTSUZUKA, 2015; MONTEYS et al., 2016).

Em alguns machos a regido produtora do feromonio fica abaixo das
androcOnias. Nesta regido ha presenca de células secretoras. Estudos sugerem que
a producado do feroménio em macho pode ocorrer em distintas partes do corpo do
inseto onde possa haver a presenca dessas células como identificado, por exemplo,
na asa do inseto Bicyclus anynana onde por microscopia eletronica de transmissao
foi possivel sugerir a presenca dessas células envolvidas na producdo de compostos
em machos (DION et al., 2016).

A identificacdo de composto macho especifico tem ganhado destaque para
muitos lepiddpteros. Diversas espécies de borboletas ja tiveram suas moléculas
caracterizadas dentre as quais é possivel destacar algumas espécies como, por
exemplo, a Paysandisia archon (Castniidae) com tufo de pelo no segundo par de
pernas e a producao do (E,Z)-2,13-octadecadienol (Figura 11) (FREROT et al.,
2013), Bicyclus anynana (Nymphalidae) escamas e tufo de pelo nas asas anteriores
e posteriores e a emissdo do (Z)-9-tetradecenol, hexadecanal e 6,10,14-
trimethylpentadecan-2-ol (Figura 11) (NIEBERGING et ., 2008), Pieris napi
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(Lepidoptera: Pieridae) neral (2Z)-3,7-dimethylocta-2,6-dienal e geranial (2E)-3,7-
dimethylocta-2,6-dienal (Figura 11) (ANDERSSON et al., 2007).

Figura 11 - Estruturas moleculares dos componenetes (E, Z)-2,13-octadecadienol (A),
(2)-9-tetradecenol (B), hexadecanal(C), 6,10,14-trimetilpentadecan-2-o0l(D), (2E)-3,7-
dimetilocta-2,6-dienal (E), (22)-3,7-dimetilocta-2,6-dienal (F).
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Os volateis produzidos pelos machos atuam a curta distancia e podem ser
indispensaveis para atracdo de parceiros através de feromdnios que atuam na
atracdo e/ou para aceitacéo das fémeas (DION et al., 2016; DARRAGH et al., 2017).
Além disso, ha compostos que podem exercer o papel de antiafrodisiaco atuando na
repulséo do sexo oposto (HILLIER e VICKERS, 2004; MANN et al., 2017).

Insetos machos possuem alguns compostos similares aos produzidos por
fémeas. Logo, a producdo de alguns compostos pode ocorrer através de rota
biossintética similar a da fémea. Além disso, em algumas espécies sugere-se que

alguns dos compostos produzidos podem estar relacionados a fonte alimentar



36

destes insetos como, por exemplo, compostos da classe de terpenos (WANG et al.,
2014; BOPPRE" 1984; SCHULZ, 2005; BORGES et al., 2018).

Em borboletas a atracdo mediada por machos pode necessitar de algo mais
do que a pluma aromatica de odores, havendo também a influéncia de fatores
visuais (ROBERTSON e MONTEIRO, 2005). Para esses lepidopteros as cores sdo
atribuidas de fun¢gBes como, por exemplo, a termorregulacdo, defesa e sinalizagédo
sexual (SCOBLE, 1992). A presenca de fatores visuais em conjunto com sinais
quimicos foi verificada em Bicyclus anynana e sugerida como importante para
comunicacgdo entre os sexos (CONSTANZO E MONTEIRO, 2007). A reflexdo de
iridescéncia de cores UV geralmente ocorre em muitas borboletas que sao sensiveis
a iridescéncia, podendo ter influéncia no comportamento do inseto (SILBERGLIED,
1984; ZHANG et al., 2014). Ha borboletas que fazem uso da luz polarizada para sua
orientacdo como, por exemplo, borboletas monarca Danaus plexippus (REPPERT et
al., 2004; BUTT et al., 2016).

2.8 Estruturas quimicas de feromodnios para lepidopteros

Muitas classes de moléculas quimicas de feroménio ja foram identificadas
para lepidopteros e suas estruturas variam desde hidrocarbonetos lineares ou
ramificados esteres, alcoois, acidos, epoxidos, cetonas dentre outros (YEW e
CHUNG, 2015).

Os insetos também usam como feromdnios, moléculas da classe dos
terpenos que podem atuar no comportamento do inseto como, por exemplo, (E)
beta-ocimeno (BORGES et al., 2018) e o hidroxidanaidal (VERCOSA, 2016).

De acordo com a estrutura os feromonios sexuais de lepidépteros podem ser
classificados como feroménio tipo | que corresponde a 75% de moléculas
identificadas, que podem ter a presenca de alcool primario, acetato e/ou aldeido
(ANDO e YAMAKAWA, 2011; MATSUMOTO, 2010).

A biossintese destes componentes do tipo | pode ocorrer por meio dos
ésteres de acidos graxos saturados como acido palmitico (C16: acido) e acido
estearico (C18: 4cido) (MATSUMOTO, 2010; HE et al., 2017; ANTONY et al., 2015).
As estruturas da moléculares destes componentes possuem uma cadeia longa e
linear com 10 a 18 atomos de carbono, podendo apresentar de 0 a 3 liga¢gGes duplas
(HE et al., 2017).
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Esse grupo representa grande parte das moléculas ja identificadas para
lepidépteros. Muitos insetos possuem sua estrutura quimica correspondente a esse
grupo tipo | como, por exemplo, a espécie Diaphania angustalis que produz uma
mistura binaria que correspondente ao feroménio sexual com as moléculas (E,E)-
10,12-hexadecadienal e (E,E)-10,12-hexadecadien-1-ol (MA et al.,, 2017b). Em
Graellsia isabellae (Lepidoptera: Saturniidae) (E,E,Z)-4,6,11-hexadecatrienal (Figura
12) é o composto do feromdnio sexual (MILLAR et al., 2010).

O segundo grupo é classificado como tipo Il tem 15% das moléculas
identificadas e seus componentes sdo caracterizados pela presenca de 17 a 25
atomos de carbono e tem sua estrutura constituida por esqueletos de cadeia longa
insaturada com grupo funcional de polieno e / ou epdéxido (MATSUMOTO, 2010;
ANDO E YAMAKAWA, 2011).

O componente tipo Il é formado por meio de uma rota biossintética que parte
do &cido linolénico e linoleico. Esses compostos possuem de 1 a 4 ligacdes duplas e
0 a 2 epodxidos. Suas estruturas quimicas sado hidrocarbonetos poli-insaturados,
dienos e trienos (Z6: Z9) e (Z3: Z6: Z9) ou seus derivados epoxy (Figura 12)
(KIYOTA et al., 2011).

Para ordem Lepidoptera componentes classificados como tipo Il foram
identificados para alguns insetos como, por exemplo, os compostos (Z, Z, Z) - 3, 6,
9-octadecatrieno e 6,7-epoxi- (Z, Z) -3,9-octadecadieno produzidos por ambas 0s
insetos Ectropis grisescens (MA et al., 2016) e Ectropis obliqua Prout (Figura 12)
(YANG et al., 2016).

Figura 12. Estruturas quimicas de compostos identificados e classificados como

feroménio tipo I, Il e outros.
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Quando os compostos liberados por lepiddpteros ndo se encaixam nos
grupos tipo | ou tipo Il, integram um grupo pequeno de moléculas identificadas como
diversos ou outros (ANDO e YAMAKAWA, 2011).

2.9 Antena: sistema olfativo e sensorial do inseto

A antena tem um papel importante para o sistema olfativo e sensorial do
inseto, sua superficie € constituida por diversas sensilas que possuem distintas
funcdes. Uma das principias funcbes das sensilas € a percepcdao das moléculas
quimicas dispersas no ambiente que propocionam a comunica¢do quimica entre os
insetos, essenciais para a sobrevivéncia no ambiente (SUH et al., 2014; LI et al.,
2017).

O orgao olfativo compreende diversos tipos de sensilas como trocoides,
caéticas, estilocbnica, esquamiforme, coeloconica, basiconica e auricilica dentre
outras (figura 13). Alguns tipos de sensilas sao atribuidos de parede cuticular porosa
que tem relacdo com a funcéo olfativa atuando no reconhecimento de moléculas de
odores, outras sdo aporosas podendo atuar na percepgdo de fatores como
temperatura e umidade (ZHENG et al., 2014; SCHNEIDER E ROMER, 2016).
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Figura 13. Tipologia das sensilas da Tuta absoluta (Lepidoptera: Gelechiidae): sensila
caética (SCh) (A-B), sensila coelocbdnica (SCo) (C), sensila auricilica (SA) (D), sensila
estilocbnica (SSt) (D).

BAWIN et al., 2017.

Essas sensilas diferem entre si de acordo com sua estrutura morfologica que
corresponde a funcgdes biolégicas especificas que atuam no sistema olfativo e/ou
sensorial do inseto (Tabela 1) (ZHENG et al., 2014; BAWIN et al., 2017). As sensilas
podem ser classificadas como quimiorreceptora, mecanoreceptora, termo e higro
receptoras (GUIDOBALDI et al 2011). Essas estrutras podem variar entre as
espécies. Para a Tuta absoluta uma importante praga da cultura do tomate que teve
suas antenas analisadas por microscépia eletrdnica de varredura, varias sensilas

foram caracterizadas com distintas funcdes conforme exposto na tabela 1.
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Tabela 1. Tipos e funcdes das sensilas em Tuta absoluta (Lepidoptera: Gelechiidae).

Tipo de sensila Funcao
Cerdas de Bohm (Bohm, Mecanorreceptores
1911)
Squamiformia Mecanorreceptores
Caéticas Mecanorreceptora e/ou quimiorreceptoras
Tricodea Percepcéao das feromobnios sexuais, receptores
olfatorios que séo sensiveis aos volateis da
planta
Basiconica Odores de plantas
Coeloconica Funcdao olfativa: volatil da folha verde,

monoterpene, éalcool e compostos aromaticos,
exceto feromonios. Funcdo quimio, hidro e

termorreceptoras.
Auricilica Deteccéo volatil da planta e de feroménio
Estiloconica Termo e higro receptores

Fonte: Adaptado BAWIN et al., 2017.

A func@o quimiorreceptora é essencial para o reconhecimento da molécula de
odor (ferombnio), na proporcdo adequada capaz de desencadear atividade
comportamental no sexo oposto. Para que ocorra o reconhecimento do sinal de
odor, as moléculas odoriferas penetram os poros presentes nas sensilas (Figura 14).
Como os componentes de odores (ferombnios) possuem carater hidrofobico seu
transporte pela linfa sensilar € mediado por proteinas ligante de odores OBPs
caracterizadas por serem proteinas globulares soluveis (HANSSON e STENSMYR,
2011). As moléculas séo transportadas até os receptores de odores (ORs) presentes
nos dendritos, havendo assim sua ativacdo. Essa passagem desencadeia uma série
de eventos que geram impulsos nervosos promovendo atividade comportamental

(BRITO et al., 2016).
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Figura 14. Transporte de moléculas de odores em sensilas quimiorreceptoras.
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Fonte: Leal, 2005.
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A linfa sensilar € um meio aquoso onde se encontram diversas proteinas
soluveis, neste meio ha enzimas degradantes de odores, proteinas de ligacdo dos
odorantes e receptores de odor dentre outros, que compreendem o sistema
periférico olfativo dos insetos, que atua na percepcdo de odores envolvidos na
comunicacao quimica (LEAL, 2013; BRITO et al., 2016).

O sistema olfativo tem um papel importante para identificagcdo de
semioquimicos principalmente em testes eletrofisiolégicos e comportamentais
corroborando com a selecdo de moléculas eletrofisiologicamente ativas e permitindo
compreender sua funcdo para o comportamento e sobrevivéncia do inseto (MA et
al.,, 2017a; BAWIN et al., 2017).
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Abstract: Eupalamides cyparissias (Fabricius, 1776) (Lepidoptera: Castniidae) is
considered a pest that attacks plants of the family Arecaceae. The boring caterpillar
affects the production, for example, of the coconut palm, oil palm and buriti, and
because the insect bores inside the plant, traditional control methods are inefficient
because insecticides cannot reach the larvae. Market and industrial concerns about
environmental issues, raw material quality and production have sought to create
sustainable technologies for monitoring and pest control via chemical ecology.
Although studies have developed methods of containing the damage caused by this
lepidopteran, the efficiency of such methods remains low and the pest is still a
problem. Thus, the adoption of innovative technologies associated with behavioural
control linked to integrated pest management has considerable prospects in the very

near future.

Keywords: caterpillar; biology; chemical ecology; control and pest monitoring.

The Arecaceae family includes palm trees and represents the third-most important
botanical family to man (Johnson 1988; Soares et al., 2014). These plants are among
the oldest in the world and have a more concentrated distribution in the tropical and
subtropical regions, and they are among the main monocotyledons and have
approximately 200 genera and more 2,000 species (Soares, et al.,, 2014). With a
diversity of species of economic interest such as the oil palm, coconut and buriti, the
culture of Arecaceae continues to expand. These plants generate employment and
income in various industries, such as fuel, cosmetics, pharmaceuticals and food
(Aldana et al. 2004; Delgado and Couturier, 2003; Barcelos et al., 2015, Pham and
Smith 2014).

The value of the products and by-products of plants from the Arecaceae family has
contributed to the continued expansion of these crops in several countries; however,
this growth is in a state of vulnerability due to phytosanitary problems. The presence
of insect pests that negatively affect agriculture has led to a reduction in yield
production (Kuss et al., 2015; Silva-Brandao et al., 2013; Vasquez et al., 2008).

From a commercial perspective, production has been affected by several pests, such
as Coleoptera, including Rhynchophorus palmarum, Rhynchophorus ferrugineus and

Rhinostomus barbirostris (Curculionidae), and Lepidoptera, including Opsiphanes
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invirae (Nymphalidae) and Eupalamides cyparissias (Castniidae) (Al-Dosary et al.,
2016; Faleiro et al.,2016;Reis et al., 2018; Silva et al., 2015; Vasquez et al., 2008;
Wakil et al.,, 2015). The negative impacts of these pests increasingly affect
monocultures because they decrease the value of raw material, thereby affecting
small and large producers (Paini et al., 2016).

The Lepidoptera order comprises many species that are economically important
pests. The damage caused by insects of this order can interrupt important plant
development processes; for example, leaf stripper caterpillars reduce the leaf area,
thereby affecting the photosynthesis process, and boring caterpillars cause the
formation of cavities that prevent the transport of nutrients important for the plant and
increase the wvulnerability of the plant to secondary pests and microorganisms
(Tinbéco, 2016; Perez and lannacone, 2006; Korytkowski & Ruiz, 1979). The greatest
challenge is to contain the growth of the pests because insecticide use has a high
cost and introduces negative factors, such as the creation of dependence,
development of resistant insects and eradication on the natural enemy populations
in the field (Barzman et al., 2015, Damos 2015).

Among the insect pests within the Lepidoptera order that cause problems for the
agricultural sector, particularly the production of Arecaceae, a particularly important
pest is E. cyparissias Fabricius, which is part of the Castniidae family. This family has
a small number of species distributed in the neotropical region, Australia and
Southeast Asia (Quero et al., 2017).

E. cyparissias (Fabricius, 1776) (Lepidoptera: Castniidae) is a borer insect in the
caterpillar phase that has a preference for certain plants of the Arecaceae family
(Palm oil, Coqueiro and Buriti) (Delgado and Couturier, 2003; Gonzalez and Stlning,
2007). The main damage occurs in the stipe, and it leads to the abortion of bunches
on the plant and can ultimately cause the death of the plant. This insect has the
potential to cause disasters because of the associated economic losses to crop
production (Korytkowski & Ruiz, 1979).

Considering the damages caused by the pest and the economic importance of the
Arecaceas crop, integrated management strategies must be developed for this pest
based on behavioural studies and new control methods to minimize the negative

impacts of the insect in agricultural environments.



62

Castniidae family

The Castniidae is a small family of the Lepidoptera order that includes approximately
113 species. Some of these species are characterized by their similar coloration,
behaviour and habits as the butterflies that live in the same locality, and in some
cases, they are called "butterflies” (Gonzalez and Worthy, 2017, Quero et al., 2017).
Castniids have day or twilight habits (Moraes et al., 2009; Monteys and Aguilar 2005;
Monteys et al.,, 2016; Vinciguerra 2011; Vinciguerra 2008). The caterpillars mostly
feed on the sprouts, bunches and roots of plants of several families, especially
Arecaceae, followed by Bromeliaceae, Musaceae, Heliconiaceae, Orchidaceae and
Poaceae (Gonzalez and Fernandez-Yépez

1993; Gonzalez and Cock 2004; Douglas 2004; Gonzalez et al., 2017).

Many Castniids are distributed in countries such as Peru, Colombia, Ecuador,
Venezuela, Bolivia, French Guiana, Mexico and Brazil; thus, they are mostly
dispersed in the Neotropics, Asia and Australia (Gonzalez and Stining 2007,
Gonzalez and Worthy 2017, Hernandez- Baz et al.,, 2012, Williams et al., 2016).
In Australia, the tribe Synemoniini consists of approximately 24 species of Castniids.
In the Neotropics, approximately 31 genera and 88 species constitute the two
Gazerini and Castniini tribes of the Castniids, which are mostly known for their variety
of colours (Moraes and Duarte 2014).

Among the species of this family classified as pests is E. cyparissias, which shows
rapid dispersion and adaptation and is important as an insect with pest potential for
plants of the Arecaceae family (Pérez and lannacone 2008; Vasquez et al., 2008).

Eupalamides cyparissias (Fabricius, 1776): Biology

E. cyparissias is also known as Eupalamides daedalus and by common
denominations such as borers of palm stems and crown-leaf borer (Gonzalez and
Stiining 2007; Liégeois et al., 2016; La Torre et al., 2004; Vinciguerra, 2011). This
insect presents development with the following phases: egg, caterpillar, pre-pupa,
pupa and adult (Figure 1). Its longest phase is the caterpillar phase, which occurs in
the interior of the host plant stem, where it causes the most damage (Costa 2015;
Korytkowski and Ruiz, 1979).
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Life cycle

Females of E. cyparissias have eggs that are 5-6 mm long and 2 mm wide and
appear similar to a rice grain. The egg phase until hatching lasts from 14 to 22 days
and averages approximately 17 days (Monteys et al., 2005; Korytkowski and Ruiz
1979). The caterpillar phase includes 14 instars, and the average duration of this
phase is 233 days, although variations may occur due to the breeding environment
and climatic conditions (Monteys and Aguilar 2005; Korytkowski and Ruiz 1979).
When they are close to the last instar, the caterpillars are directed from the inside of
the plant to the outside, thus initiating the pre-pupae stage; the fibres and organic
matter of the plant are used to generate cocoons, in which the pre-pupal formation
stage is completed over an average of 19 days (Korytkowski and Ruiz 1979). After
formation, the pupal phase lasts for approximately 30 days. The pupae are initially
light brown, although this tonality changes as the adult phase approaches, and at this
stage, the sexual ratio can be distinguished. Sexual dimorphism is visible in the pupal
phase with the presence of two evident protuberances in the last segments of the
male's abdomen; these are absent in the female (Korytkowski and Ruiz 1979).
Before emergence, the pupae are located horizontally in the oil palm rachis in an
inclined position at the base of the petiole of the host plant (Bernadino 2007; Costa
2015; Korytkowski and Ruiz 1979).

Korytkowski and Ruiz (1979) describe a twilight habit among the adult insects,
including flights in the early morning and late afternoon. Adults have a life span of 12-
18 days (average 15 days), and the wingspans of these large lepidopterans vary
from 17-20 cm in females and 17-18 cm in males. Dimorphism in the adult phase can
be seen in the posterior wing near the thorax, which presents a frenulum consisting
of a single sow in the male and an elongated bristle tuft in the female (Figure 2). The
development of this insect can vary under different climatic conditions, such as
temperature and humidity, as well as under different breeding and dietary
environments (Costa 2015; Korytkowski & Ruiz 1979).

Injury in Arecaceae from Eupalamides cyparissias

The level of economic damage generated by high populations of pests in the field
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leads to the loss of raw material quality and the reduction of production, which
causes financial losses to the agricultural producer (Frérot et al., 2013, Goulart et al.,
2015, Silva-Brandéo et al., 2013).

Agribusiness involving certain species of plants in the Arecaceae family, such as oil
palm, buriti and coconut cultivation, which serves the food, biofuel and beauty
industries, generates income and work in many countries (Delgado and Couturier
2003; Muller et al., 2000). The production of these crops is threatened by the
presence of E. cyparissias. This lepidopteran is a pest that causes economic losses
to the commercial production of raw oil palm, buriti and coconut palm material in
countries such as Brazil, Peru and Colombia (Aldana et al., 2004; Peréz and
lannacone 2006; Peréz and lannacone 2008; Kuss et al., 2015).

This lepidopteran threatens the production of these plants and causes a loss of
quality of the fruits and mortality of the plant (Santos 2010). The impact caused by
the caterpillar of E. cyparissias reduces the quality of the product by contaminating
the raw material, thereby decreasing the production. The population expansion and
behaviour of this insect makes it an important pest because of the reduced viability of
crops (Perez and lannacone 2006; Korytkowski and Ruiz 1979).

Feeding caterpillars perforate the plant and produce large cavities that weaken the
plant and interrupt the transportation of essential nutrients required for plant
development and survival (Hamidi and Frérot 2016; Monteys and Aguilar 2005). The
main parts of the plant affected are the stipe and/or bunches, and meristematic
internal vessels that allow for the transportation of nutrients are also severely
damaged. In the more advanced stages in which the plant presents a large
infestation of the caterpillar, rotting and even total loss of the plant can occur (Figure
3) (Monteys and Aguilar 2005; Perez and lannacone 2006).

The damage caused by this Castniid affects crops directly and indirectly. Direct
damage is caused by the cavities and large internal perforations generated by the
feeding habit of the pests, and indirect damage is associated with the increased
susceptibility of the plant to attack by other pests because the high putrefaction state
generated by the direct attack causes host plants to disperse attractive odours to
other pests, such as the Rhynchophorus palmarum coleopteran, and may lead to
secondary infections caused by fungi and other microorganisms (Bernadino 2007,

Costa 2015; Korytkowski and Ruiz 1979). The insect’s feeding habit in the caterpillar
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stage protects it from exposure to external agents because the insect remains within
the cavity formed inside the plant (Korytkowski and Ruiz 1979; Perez and lannacone
2006).

Control

Due to concerns about the expansion of E. cyparissias and damage to crops, large
and small producers have sought alternative control strategies to minimize losses
through integrated pest management methods. Methods that do not affect the natural
enemies of the species in the field and do not leave residues in the raw material and
the environment can contribute to sustainable agriculture (Ruschioni et al., 2015;
Goulart et al., 2015). Voracious infestation by E. cyparissias necessitates research

into the efficient control and monitoring of this pest via behavioural techniques.

Chemical control

According to Muller et al. (2000), a variety of insecticides that use water as a solvent
have been tested for the control of E. cyparissias. These insecticides were applied to
the plant in the leaf crown. The highest experimental efficiency against E. cyparissias
infestation 10 days after spraying the product was observed with 0.1% acephate and
carbaryl insecticides. Silva et al. (2003) performed tests with insecticides and
perforation-based application techniques in the host plant (oil palm) and showed that
these methods were not efficient for the control of E. cyparissias caterpillars and that

drilling into the plant to apply the insecticide weakened the plant for production.

Biological control

Previous reports have described parasitoid tests for the control of E. cyparissias. La
Torre et al. (2004) described parasitoid tests that used the genus Ooencyrtus sp.
(Hymenoptera: Encyctity) to contain the pest expansion, and Korytkowski and Ruiz
(1979) described the parasitisation of eggs by Ooencyrtus sp. under field conditions,
although the level of infestation was low. Insects such as ants and spiders are adult
predators in the field (Costa 2015).



66

Mechanical control

Mechanical control has been used to minimize pest infestation in the field by
agricultural producers and industry; however, this control strategy requires a
considerable amount of manpower. Mechanical control has been used to reduce the
level of pest infestation on the plant by removing pupae located on the stipe of the
plant with hooks (Aldana et al., 2004). Adults are also collected, which prevents
damage to the host plant by preventing the start of a new pest cycle in the field. The
collection of adults within an entomological network also helps to control infestation
because it prevents mating and reproduction (Costa 2015; Korytkowski and Ruiz
1979).

Biopesticide

Extracts from plants with the potential for biopesticide have been used to kill and
repel E. cyparissias caterpillars within 24 hours of exposure. Work was carried out in
Peru, and agueous extracts obtained from the species Sacha yoco (Paullinia
clavigera), Achiote (Bixa orellana) and Yuquilla (Euphorbia cotinifolia) caused
mortality to caterpillars in the initial instar stage at rates of 63.3%, 63.3% and 48.3%,
respectively, and the repellence rate observed in treatments with Achiote, Sacha
yoco and Floripondio (Brugmansia x candida) was 83.3%, 75% and 66.7%,
respectively (Pérez and lannacone 2008).

Perez et al. (2010) generated four extracts from the bark of the plant Paullinia
clavigera D. R. Simpson, and their toxicological potential against the caterpillars of E.
cyparissias was considered satisfactory. An extract obtained by decoction and
hydroalcoholic extraction showed mortality rates of 70.71% and 66.21%,

respectively, which presented an LCso at 72 hours.
Relevance of semiochemicals in pest management
The expansion, development and modernization of agriculture are limited by insect

pests in several countries, and new control strategies using semiochemicals

represent sustainable technology for agriculture (Bayram and Tonga 2018; Peshin
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2013; Wezel et al., 2014). In recent years, environmental and economic issues have
shifted the focus to technologies that control pests in the field (Thiéry et al., 2018). To
develop pest monitoring and control methodologies, an action strategy that avoids
economic losses must be identified. The development of traps with semiochemicals
(pheromones) represents an important aspect of behavioural control (Brunetti et al.,
2017, Clausen et al., 2017 and Pickett et al., 2014). For plants in the family
Arecaceae, semiochemicals have been identified for behavioural control, and they
have been applied for coleopteran pests, such as R. palmarum (Curculionidae)
(Goulart et al., 2015), R. barbirostris (Curculionidae) (Reis et al. 2018), and
Lepidoptera, such as Oiketicus kirbyi (Psychidae) (Rhainds et al., 1994). However, a
pheromone has not been identified for the behavioural control of E. cyparissias
(Castniidae) (Costa 2015).

Integrated pest and disease management consists of multiple control strategies
implemented by a producer for the control of pest infestation in the field, and they
present minimal interference with the ecological balance. The objective is to keep the
pest insect population below the economic damage level and to balance the
economic, social and ecological parameters (Young 2017). In this context, viable
tactics are sought to reduce the expansion of E. cyparissias and reduce injury to the
host plant (Costa 2015).

Integrated management methods for controlling and/or monitoring insects in the field
include behavioural control via semiochemicals (pheromones), or chemical
substances produced by an individual that trigger a response in members of the
same species and behaviour in the receiver, such as reproduction, feeding,
aggregation, and alarm. These compounds are recognized by the olfactory system of
insects (antennas) and trigger behavioural reactions associated with attractiveness
and/or repellence (Mansour et al., 2018; Polajnar et al., 2014).

Pheromones are important tools for integrated pest management, such as in traps
that include a mixture of species-specific chemicals that are recognized by insects
and used for monitoring and control (Bento et al., 2016, Sarles et al.,, 2015).
Behavioural control through semiochemicals (pheromone) presents important
advantages for agricultural environments because they are specific to a target pest

as well as non-toxic and environmentally aggressive, and they help maintain the
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ecological balance (Saha and Chandran 2017; Witzgall et al. 2010; Zarbin et al.,
2009).

These substances are used for the monitoring and control of infestations and sexual
disruption, and they are used to attract and Kill pests of different crops (Terzidis et al.,
2014). These components have high specificity and are considered promising
molecules for behavioural control within agricultural pest management (Guerrero et
al., 2014; Seybold et al., 2017). The strategy of containing pests in the field is a
decisive factor for investing in monitoring and/or control methods that do not affect

the environment, thereby benefiting producers and consumers (Patil et al., 2017).

Study of semiochemicals in Castniidae

Studies of the ecological relationships of insects mediated by semiochemicals enable
the development of integrated pest management methods for agricultural
environments and the adequate control of insect pests. The feeding habit of a boring
caterpillar leaves it less exposed to the action of natural enemies, insecticides and
other forms of external control, thereby increasing the success of its plant infestation.
Thus, control tactics that include the monitoring and control of adult insects in the
field have been investigated. Within the small family of the Castniidae, chemical
ecology studies have reported the chemical composition of a few Castniids, such as
E. cyparissias Fabricius, 1776 (Costa 2015), Paysandisia archon Burmeister, 1880
(Quero et al. 2017) and Telchin licus Drury, 1773 (Reboucas et al., 1999).

Chemical components that induce responses in the opposite sex have been
identified in Castniids. Among the classes of identified compounds are long-chain
hydrocarbons, aldehydes, alcohols, ketones, and esters (Table 1). Few studies have
reported on compounds released by females that induce attraction in males of this
family, although male-attractant compounds produced by female T. licus have been
reported (Reboucgas et al., 1999).

Reboucas et al. (1999) obtained two types of extracts, hexanic and methanolic, from
the abdominal gland of T. licus females and reported two different chemical
component profiles, and the olfactometer activity test against adult male insects was

verified only for the hexane extract.
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Component analyses have identified the presence of active compounds that induce
attraction over short distances in insects of the family Castniidae, and compounds
dispersed by males were primarily identified in studies focused on P. archon. Thus,
specific male compounds have been identified (Monteys et al., 2012; Costa 2015;
Monteys et al., 2016).

A histological analysis of the ovipositor of P. archon suggested that the pheromone
gland was absent in the female. The male of this insect disperse active compounds
over short distance; this was confirmed with the identification of specific male
components that are received by female antenna (Frérot et al., 2013; Riolo et al.,
2014).

Electrophysiological activities observed in P. archon indicated that compounds may
be involved in chemical communication of this insect. Frérot et al. (2013) showed that
the presence of androconias in the legs of male P. archon may be related to the
presence of the component (E2, Z13)-octadecadienol. Quero et al. (2017) identified
n-octadecyl acetate, (Z9)-octadecenyl acetate and (E2, Z13)-octadecadienyl acetate
in extracts from males.

In extracts from different body parts (e.g., the wing, thorax and abdomen of the male)
of P. archon, the chemical profile included aldehydes, linear alkanes, esters and
polyunsaturated alcohols (Monteys et al. 2012). Riolo et al. (2014) studied an
ovipositor extract from 24-hour-old P. archon females and identified n-alkanes, acids,
alcohols, aldehydes, etc.

In a study by Costa (2015), the compounds present in different parts of the male and
female bodies of E. cyparissias that consisted of long-chain unsaturated
hydrocarbons, aldehydes, alcohols, esters and terpenes were identified by a
chromatographic analysis.

Ruschioni et al. (2015) described the electrophysiological characteristics of the
antenna of P. archon against host plant volatiles, such as linalool (terpene), and
esters, such as ethyl acetate, ethyl propionate, ethyl butyrate, ethyl isobutyrate and
ethyl lactate. The responses were positive for all synthetic patterns of host plant
volatiles.

Although investigations of the chemical ecology of Castniids (Lepidoptera) have
revealed the active components in these insects, the functionality of these active

components are poorly understood and the intraspecific interactions must be studied
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due to the complexity of the behaviour of the insects of this family as a function of the
evolutionary process (Delle-Vedove et al., 2012; Delle-Vedove et al., 2014).

Although studies on the pheromone molecules of members of the Castniidae family
are still scarce, important information has been obtained on the chemical composition
of some of these insects (Ruschioni et al., 2015; Costa 2015; Reboucas et al., 1999).
However, the behaviour of insects and the function of the compounds pertaining to
intraspecific interactions must be better understood.

Studies on semiochemicals within the Castniidae family represent an important step
for identifying the chemical communication among the insects of this family and can
provide clues for future control alternatives. E. cyparissias is a considerable problem
for many producers, and control strategies are still required; thus, the presence of
semiochemicals and methods of communication within this insect must be further
studied. Producers and companies are engaged in finding alternative strategies and
ecologically viable methods. Studies on the intraspecific communication of this
Castniidae species can provide answers and alternatives for the control of this pest.
The small Castniidae family has been gaining prominence because several of these
insects have the potential to cause disasters. The lepidopteran E. cyparissias
represents a bottleneck for the cultivation of Arecaceae due to the form of damage
caused by the development of the pest in the plant and the absence of control
methods. The commitment of producers and companies to reducing the impact of
this pest drives the search for efficient and environmentally friendly strategies.
Therefore, studies and research on lepidopteran species must be expanded to reach
the degree of knowledge necessary to make technological advancements and
develop control strategies. Future research should focus on behavioural control as an
integrated pest management strategy to provide insights into the chemical ecology of

this species and promote field monitoring and control.
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Table 1. Relationship of semiochemicals in Castniid agricultural pests, identified
compound (ind) and not identified (n.d).

Telchi Paysandisia archon Eupalamide
n licus S
Compounds cyparissias
Rebou Monteys Riolo Frérot Quero
cas et etal., etal., etal., etal., Costa, 2015
al., 2012 2014 2013 2017
1999
Tridecane n.d n.d n.d n.d n.d ind
Tetradecane n.d n.d ind n.d n.d n.d
Pentadecane n.d n.d ind n.d n.d n.d
Hexadecane n.d n.d ind n.d n.d n.d
Heptadecane n.d nd ind n.d n.d n.d
Heneicosane ind ind n.d n.d n.d n.d
Docosane ind n.d n.d n.d n.d n.d
Tricosane ind n.d n.d n.d n.d ind
Tetracosane ind n.d n.d n.d n.d n.d
Pentacosane ind n.d n.d n.d n.d ind
Hexacosane ind n.d n.d n.d n.d n.d
Heptacosane ind n.d n.d n.d n.d ind
Octacosane n.d n.d n.d n.d n.d ind
Nonacosane n.d n.d n.d n.d n.d ind
Hentriacontane ind n.d n.d n.d n.d n.d
Palmitoleic acid ind n.d n.d n.d n.d n.d
Palmitic acid ind ind ind n.d n.d ind
Linoleic acid ind n.d n.d n.d n.d n.d
Oleic acid ind ind ind n.d n.d n.d
(2)-11-Hexadecenoic n.d ind n.d n.d n.d n.d
acid
1-Dodecene n.d n.d n.d n.d n.d ind
1-Tetradecene n.d n.d n.d n.d n.d ind
1-Hexadecene n.d n.d n.d n.d n.d ind
1-Octadecene n.d n.d n.d n.d n.d ind
2-Ethylhexanol n.d n.d ind n.d n.d n.d
Nonanol n.d n.d ind n.d n.d n.d
2-Butoxyethanol n.d n.d ind n.d n.d n.d
Geraniol n.d n.d ind n.d n.d n.d
Heptanal n.d n.d ind n.d n.d n.d
2-Octenal n.d n.d n.d n.d n.d ind
2-Dodecenal n.d n.d n.d n.d n.d ind
Octanal n.d n.d ind n.d n.d n.d
3,8-Dimethyl-undecane n.d n.d n.d n.d n.d ind
4,6-Dimethyl-dodecane n.d n.d n.d n.d n.d ind
6-Methyl-hepten-2-one n.d n.d ind n.d n.d n.d
2-(2-butoxy n.d n.d ind n.d n.d n.d
ethoxy)ethanol
(Z,E)-Farnesal n.d ind n.d n.d ind n.d
(E,E)-Farnesal n.d ind n.d n.d ind n.d
Nonanal n.d ind ind n.d n.d n.d
Decanal n.d ind ind n.d n.d n.d
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Continuation of table 1. Relationship of semiochemicals in Castniid agricultural pests
identified compound (ind) and not identified (n.d).

Telchi Paysandisia archon Eupalamide
Compounds n licus S
cyparissias
Rebou Monteys Riolo Frérot Quero
cas et etal., etal., etal., etal., Costa, 2015
al., 2012 2014 2013 2017
1999
7,11 Hexadecadienal n.d n.d n.d n.d n.d ind
7,11 Hexadecadienol n.d n.d n.d n.d n.d ind
Hexadecanol n.d n.d n.d n.d n.d ind
Octadecanol n.d n.d n.d n.d n.d ind
(E, 2)-2,13- n.d ind n.d ind n.d n.d
Octadecadienol
Methyl dodecanoate ind nd n.d n.d n.d n.d
Methyl tridecanoate ind n.d n.d n.d n.d n.d
Methyl tetradecanoate ind n.d n.d n.d n.d n.d
Methyl docosanoate ind n.d n.d n.d n.d n.d
Methyl tetracosanoate ind n.d n.d n.d n.d n.d
Methyl pentadecanoate ind n.d n.d n.d n.d n.d
Methyl hexadecanoate ind n.d n.d n.d n.d n.d
(2) -9-Methyl ind n.d n.d n.d n.d n.d
hexadecenoate
Octadecyl n.d nd n.d n.d n.d ind
hexadecanoate
9-Octadecyl n.d n.d n.d n.d n.d ind
hexadecenoate
Methyl octadecanoate ind n.d n.d n.d n.d n.d
Methyl Eicosanoate ind n.d n.d n.d n.d n.d
(2) 9-Methyl ind n.d n.d n.d n.d n.d
eicosenoate
(2) 9-Octadecenoate ind n.d n.d n.d n.d n.d
methyl
(Z, Z) 9,12 Methyl ind n.d n.d n.d n.d n.d
hexadecadienoate
(Z, Z) 9,12 Methyl ind n.d n.d n.d n.d ind
octadecadienoate
(methyl linoleate)
(Z,2,2)9,12,15 ind nd n.d n.d n.d n.d
Octadecatrienoate
methyl
n-octadecyl acetate nd nd n.d n.d ind n.d
(2)-9-Octadecenyl nd nd n.d n.d ind n.d
acetate
(E,2)-2,13- n.d n.d n.d n.d ind n.d
Octadecadienyl acetate
Ethyl palmitate n.d n.d n.d n.d n.d ind
Methyl oleate n.d n.d n.d n.d n.d ind
Oleate Ethyl n.d n.d n.d n.d n.d ind
Geranyl linalool n.d n.d n.d n.d n.d ind
Geranyl geraniol n.d n.d n.d n.d n.d ind
Cholesterol n.d n.d n.d n.d n.d ind
Campesterol n.d n.d n.d n.d n.d ind

B-Sitosterol n.d n.d n.d n.d n.d ind
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Continuation of table 1. Relationship of semiochemicals in Castniid agricultural pests
identified compound (ind) and not identified (n.d).

Telchi Paysandisia archon Eupalamide
Compounds n licus S
cyparissias
Rebou Monteys Riolo Frérot Quero
cas et etal., etal., etal., etal., Costa, 2015
al., 2012 2014 2013 2017
1999
Limonene n.d n.d ind n.d n.d ind
Espringene ind n.d n.d n.d n.d ind
- Caryophyllene n.d n.d ind n.d n.d ind
alpha copaene n.d n.d n.d n.d n.d ind
p-cymene n.d n.d ind n.d n.d n.d
Diclorobenzene n.d n.d ind n.d n.d n.d
Benzylic alcohol n.d n.d ind n.d n.d n.d
Benzaldehyde n.d n.d ind n.d n.d n.d
Acetophenone n.d n.d ind n.d n.d n.d

Geranyl acetone n.d n.d ind n.d n.d n.d
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Fig 1. Phases development of E. cyparissias egg (A), caterpillar (B), pre-pupa (C) and pupa

(D).



Fig 2. Sexual dimorphism in the adult insect. Rear wing of male with single bristle

(A), Rear wing of female bristle (B). Adult of E. cyparissias (C).
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Fig 3. Damage to host palm oil plant. Pupa bark in the (red circle) strain of the plant
indicating newly emerged adult (A), plant strain with galleries caused by caterpillar

(B) and bunch of oil palm with caterpillar galleries (C).
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Estrutura da sensila na antena de Eupalamides cyparissias Fabricius, 1776
(Lepidoptera: Castniidae) e resposta eletrofisiolégica a um componente

macho-especifico

A Eupalamides cyparissias (Lepidoptera: Castniidae) € uma praga de diversas
plantas da familia Arecaceae como, por exemplo, o coqueiro e a palma de 6leo. Esta
lepidobroca causa dano direto e indireto a cultura provocando grandes perdas. E
uma praga de dificil controle, fica no interior da planta menos exposta a inimigos
naturais e acdo de inseticidas. Ha produtores que usam o controle mecanico para
reduzir a incidéncia de adultos no campo e uma nova geracao. Os semioquimicos
sdo uma forma de controle de praga e ndo causa danos ecoldgicos, pois faz uso dos
sinais quimicos usados pelos proprios insetos, € uma opcao viavel de controle.
Neste trabalho, foi identificado um composto eletrofisiologicamente ativo para fémea
e caracterizada a tipologia das sensilas nas antenas de E. cyparissias. Os extratos
da asa de macho e fémea foram obtidos por extracdo com solvente hexano HPLC. A
identificacdo da composicdo quimica dos extratos e 0s compostos ativos foram
analisados por cromatografia gasosa CG-FID, CG-MS e CG-EAG. A morfologia da
antena e as sensilas foram analisadas por microscopia eletrbnica de varredura.
Identificamos um composto no extrato do macho que elicitou resposta em antena de
fémea. O composto ativo considerado macho especifico foi identificado como
(2E,6E,10E)-3,7,11,15-tetramethylhexadeca-2,6,10,14-tetraen-1-ol (E,E,E)
(geranilgeraniol). Foi observado em ambos os sexos sensilas tricoides, caeticas,
auricilica, coeloconica, esquamiforme, Bohm’s bristles e ampullacea. A sensila
tricoide subtipo Il e Bohm'’s bristles | e Il apresentaram distingdo em ambos o0s sexos
sendo maiores nos machos. Os resultados aprontam para a identificacdo do
geranylgeranyl como composto eletrofisiologicamente ativo para fémeas sendo
produzido por machos e apresenca de sensilas olfativas na qual sugere que ha
relacdo para deteccéo desta molécula em E. cyparissias.

Palavras-chave: broca; praga; sensila; semioquimicos; controle.
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INTRODUGCAO

A Eupalamides cyparissias (Lepidoptera: Castniidae) € conhecida por nomes
comuns como broca-da-coroa-foliar ou broca do dendezeiro e pelas seguintes
sinonimias Eupalamides daedalus, Castnia daedalus, Cyparissias daedalus (Aldana
et al. 2004). Este lepiddptero vem destacando-se como uma praga relevante para
plantas da familia Arecaceae como 0 acaizeiro (Euterpe oleracea Mart.), coqueiro
(Cocos nucifera L.), palma de d6leo (Elaeis guineenses Jacq.), Buriti (Mauritia
flexuosa), murumuru Astrocaryum murumuru Mart.,, , Mauritia carana Wallace,
Mauritiella peruviana (Becc.) Burret,. Essa praga possui ocorréncia na bacia
amazonica e paises como Coldémbia, Equador, Brasil, Pert e Venezuela (Delgado e
Couturier 2003; Pérez e lannacone 2008; Rull e Montoya 2014; Tinéco 2016;
Virapongse et al. 2017).

Este inseto na fase da larva é classificado como lepidobroca (lagarta broqueadora) e
prejudica severamente a planta por meio do dano direto, através do habito alimentar
das larvas que fazem galerias no interior do estipe da planta, afetando seu
desenvolvimento e em estagios mais avancados de infestacdo causa a morte da
planta, além disso, pode provocar o dano indireto proveniente das galerias que
deixam a planta vulnerdvel ao atague de outras pragas e microorganismos
(Korkytkowski e Ruiz 1979; Bernardino 2007).

Os adultos de E. cyparissias possui dimorfismo sexual evidente, com os machos
apresentando uma cerda Unica similar a um espordo na asa posterior préxima ao
térax, enquanto a fémea possui varias cerdas aglomeradas similares a um pincel de
pélos. A coloracdo predominante € marrom escura, com uma faixa amarela clara
transversal na asa anterior e a presenca de escamas que emitem um reflexo em
tons de verde e violeta. O comportamento deste Lepidéptero é matutino e
vespertino. Na fase adulta as fémeas depositam seus ovos na planta hospedeira
entre 0s raquis no estipe e/ou proximo a coroa foliar. Ao eclodir a larva penetra o
interior da planta provocando galerias. A larva possui 14 instares e as fases de pré-
pupa € pupa ocorrem na regido externa do estipe entre 0os raquis para
posteriormente emergir os adultos reiniciando um novo ciclo (Korkytkowski e Ruiz
1979; Monteys et al. 2005; Vasquez et al. 2008)
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Para conter esta praga e minimizar os danos, alternativas de controle foram alvos
de teste com inseticidas, extratos de plantas e inimigos naturais com a finalidade de
conseguir alguma forma de controle (Schuiling e Dinther 1980; Bernardino 2007;
Pérez e lannacone 2008; Pérez et al. 2010). Mas como as lagartas sdo endofagas
alguns métodos de controle ndo sao eficiente devido o inseto ficar no interior da
planta, permanecendo menos exposto consequentemente fica protegido da acao de
inimigos naturais e inseticidas (Korkytkowski e Ruiz 1979; Bernardino 2007). Assim,
a pratica de controle mecanico € usada por muitos produtores para reduzir a

populacao de adultos no campo (Korkytkowski e Ruiz 1979; Bernardino 2007).

Dentro do manejo integrado de praga o uso de semioquimicos (feroménio) no
controle comportamental tem alcancado éxito para monitoramento e controle de
insetos praga de distintas ordens como a coledptera com insetos como broca-do-
olho-do-coqueiro (Rhynchophorus palmarum), bicudo-do-algodoeiro (Anthonomus
grandis), moleque da bananeira (Cosmopolites sordidus) e as lepiddpteras traca-do-
tomateiro Tuta absoluta, lagarta-do-cartucho (Spodoptera frugiperda), traca das
cruciferas (Plutella xylostella) dentre outros (Witzgall et al. 2010; Goulart et al. 2015;
Baker et al. 2016; Saha e Chandran 2017)

Insetos liberam substancias (semioquimicos) que sdo essenciais a sua
sobrevivéncia, essas sustancias de interagdo intraespecifica, o feroménio, fornecem
pistas para localizacdo de fonte alimentar, local para ovoposicdo e/ou indicar a
localizac&o do parceiro para cépula (Zarbin et al. 2009; Yew e Chung 2015; Baker et
al. 2016). Nas mariposas a localizacdo do parceiro € realizada por meio do
ferombnio de atracdo sexual geralmente produzido por fémeas enquanto nas
borboletas a producdo do ferombnio em muitos casos é mediada por machos
(Monteys et al. 2017). As borboletas também usam pistas olfativas de atratividade
para parceiros coespecificos. Ha estudos que indicam a producdo de composto
macho especifico como essenciais para proporcionar atracdo ao sexo oposto, estes
seriam produzidos por glandulas localizadas em distintas partes do corpo do inseto e
dispersos no ambiente através das escamas especializadas denominadas de
androconia (Costanzo 2007; Monteys et al. 2012; Frérot et al. 2013; Quero et al.

2017).
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Ha poucas informacdes abordando a presenca de semioquimcos na interacdo
intraespecifica como feromonio de atracdo sexual para insetos da familia Castniidae
e seu envolvimento no comportamento dos insetos (Reboucas et al. 1999; Frérot et
al. 2013; Costa 2015; Quero et al. 2017). Em alguns insetos de maior porte como a
E. cyparissias ha dificuldade na observacdo do envolvimento de feroménio para a
comunicacao intraespecifica. Apesar da E. cyparissias estar ganhando destaque
como uma praga importante para palmeiras sdo escassos 0s estudos a cerca de sua
ecologia quimica. Mesmo havendo informacfes sobre sua composi¢cdo quimica nao
h& descricdo de método de controle comportamental (feromdnio) para esse
Castniideo (Costa 2015). Neste trabalho, relatamos a identificacdo de uma molécula
macho-especifico que estimulou resposta eletrofisiolégica em fémea e a descri¢do

das estruturas das sensilas e morfologia da antena do inseto.
MATERIAIS E METODOS
Material de estudo

A coleta do inseto foi realizada no municipio de Tailandia Estado do Parda, na regido
Norte do Brasil. Foram coletadas pupas de E. cyparissias a partir do més de
setembro até Dezembro em palma de 6leo no Grupo Agropalma S/A (02° 31" 31" S e
48° 45’ 7”) e o material coletado foi direcionado ao Laboratorio de Pesquisa em
Recursos Naturais da Universidade Federal de Alagoas, Maceio-AL, Brasil. As
pupas foram retiradas dos casulos de fibras, limpas, sexadas e colocadas sobre
papel filtro em gaiolas escuras e umedecidas com agua destilada a cada 24 horas,
mantidas em sala de criacdo a temperatura de 25 = 2°C com fotoperiodo 12L: 12D.
Ao emergir os adultos, machos e fémeas foram mantidos em gaiolas separadas para

analises com insetos virgens de 24-48 horas de idade.

Morfologia das antenas por microscopia eletrénica de varredura

Os insetos adultos machos e fémeas (5 insetos de cada sexo) recém-emergidos com
24-48 horas de idade foram anestesiados em baixa temperatura por 1 minuto e
tiveram as antenas excisadas (10 antenas) e colocadas em solucéo de glutaraldeido
2,5% em tampao fosfato de sdédio a 0,1 M por 10 minutos apds esse tempo foram

desidratadas em solucdes de etanol com gradiente de concentragdes de 70, 80 e
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100% por 5 minutos cada, depois foram dispostas em papel filtro, em seguida as
antenas foram colocadas na posicdo ventral (n=5) e dorsal (h=5) sobre uma fita de
carbono dupla-face fixada em suporte Stub (porta amostra de metal) para
metalizacdo por revestimento com ouro (Q150R ES, Quorum) por 200 segundos a
45mV. A morfologia das antenas e tipologia das sensilas foram analisadas utilizando
microscépio de varredura eletrbnica (Marca Tescan, modelo VEGA3 LMU) para
obtencdo das imagens operando com feixe de eletrons em tornno de 20 kV, as
analises foram realizadas no Laboratorio de Analise Instrumental do Instituto Federal
de Alagoas — IFAL, Macei6-AL, Brasil.

Extracéo por solvente

O extrato foi obtido a partir de insetos adultos machos e fémeas virgens de 48 horas
de idade (n=08) que foram anestesiados a baixa temperatura -18°C para realizacéo
da extracdo em horario crepuscular. As asas posteriores foram excisadas e
rapidamente imersas em solvente hexano grau HPLC (Vetec) durante 20 minutos.
Este extrato foi filtrado e armazenado a baixa temperatura (-20°C), foi obtida trés
repeticbes para analises por cromatografia gasosa, espectrometria de massas e
eletroantenografia. Foram obtidos imagens de exemplares da asa posterior por
microscopio (LUXEO 4D DIGITAL: LM-4145000)

Identificacdo da composicao quimica

As amostras obtidas foram analisadas utilizando-se um cromatégrafo a gas
(Shimadzu, GC-2010) com detector de ioniza¢do de chama (CG-DIC), equipado com
coluna RTX-5 (30 m cumprimento, 0,25 mm i.d., 0,25 mm de espessura) e como
fase movel o gas hidrogénio. Para programacdao (1) a temperatura inicial do forno foi
de 140°C por 1 minuto programado para aumentar a 300°C com uma rampa de 10°C
/min e mantida por 12 minutos, com um total de 29.00 minutos. Na programacao (2)
a temperatura inicial do forno foi de 110°C por 1 minuto com programacao para
aumentar a temperatura para 300°C com gradiente de aumento linear de 5°C /min e

mantida por 7 minutos, com total de 46.00 minutos.

Foi analisado 1pL das amostras em ambas as programacdes 1 e 2 do CC-DIC em

modo Splitless. A identificagdo dos compostos volateis isolados foi realizada pelos
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seus indices de retencdo Kovats (KlI). Os Kls foram determinados utilizando séries
homologas de n-alcanos, C7-C40 (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) num ensaio
de GC programado, como descrito acima e com consulta subsequente nas bases de

dados nos sites do Pherobase, ChemSpider e NIST.

O extrato selecionado foi analisado por GC-MS, cromatografo gasoso acoplado ao
espectro de massas equipado com uma coluna DB-5 (Crossbond® 95%
dimethylpolysiloxane e 5% diphenyl) (30 m x 0.25 mm i.d. x 0.25 ym, RESTEK) e um
injetor sem diviséo, tendo hélio como gas de arraste, usando a mesma programacao
(1) descrita para a anélise GC-FID. A ionizacao foi realizada por impacto de elétrons
(70 eV). Os dados foram coletados usando o GC-MS Analysis Editor. A identificagéo
dos compostos volateis isolados foi realizada por andlise do espectro e comparagao
visual por meio de espectro de massa com espectro literario, observando-se
principalmente as caracteristicas de ion molecular e pico de base, relacionando-se
com outros espectros da base computacional do CG-MS como Instituto Nacional de
Padrées e Tecnologia (NISTO8 e NIST08s), Wiley MS (Wiley). Os Kls foram
determinados utilizando séries homdlogas de n-alcanos C7-C40 (Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO) num ciclo de GC programado como descrito acima. A
identificagc&o positiva foi assumida quando bons resultados de espectros de massa e
KI foram alcangados. Os dados obtidos também foram comparados com varias
fontes da literatura como os sites do Pherobase, NIST Chemistry Web Book e
ChemSpider.

A identificacdo também ocorreu usando padrdo auténtico analisado nas mesmas
condicbes da amostra em CG-DIC programacéo (1). A quantificacéo foi realizada
através do GC — DIC para obtencdo da concentracdo do composto determinada
com o uso do padrao interno eicosano (C20) utilizando a programacao 1 no CG-
DIC.

Analise eletrofisiolégica CG-EAG

A amostra da asa posterior do macho com 48 horas de idade foi analisa frente as
antenas de fémeas com 24-48 horas de idade (5 antenas). O bioensaio usando a
antena como detector biolégico foi realizado usando um eletroantenografo (EAG)

acoplado ao cromatografo gasoso com detector de ionizacdo em chama CG-DIC
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(Shimadzu GC-2010) equipado com coluna capilar RTX®-5 (30m X 0,25mm X
0,25um de espessura de filme; Restek) e como gas de araste o hidrogénio. A
programacao utilizada teve temperatura inicial de 140°C durante 1 min e uma rampa
de aquecimento de 10 ° C.min™ ate alcancar 300 °C que foi mantida por 12 minutos.
As antenas foram excisadas de insetos anestesiados em baixa temperatura (-18° C)
por um minuto e fixadas pelo escapo e regido distal nas bases do eletrodo e que foi
coberto com gel condutor. A amostra selecionada foi injetada no CG em modo
Splitless e dividida na proporcao de 1: 1 e distribuida simultaneamente para detector
(DIC) e antena (EAD). Os resultados foram simultaneamente gravadas utilizando o
programa AutoSpike (Syntech, Holanda) com o Syntech GC-EAD32 (verséo 4.6,
2008).

Produtos quimicos

Padrdo sintético: Alcanos C7-C40, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO;
Geranilgeraniol 285%, CAS: 24034-73-9, Sigma Adrich; Eicosano 99%, CAS: 112-
95-8, Sigma Adrich.

Andlise estatistica

Os parametros de comprimento da antena (n=10) e comprimento e largura da base
das sensilas (n=25) de cada tipo foram avaliados através do teste t de Student que
foi aplicado usando o software Genes(Cruz 2013).

RESULTADOS
Ultraestrutura das antenas

As antenas de ambos o0s sexos do inseto E. cyparissias ndo apresentaram
dimorfismo sexual aparente. N&o foi observada diferenca estatistica quanto ao
comprimento das antenas (t=1,11; d.f=14; p= 0,2835) (Tabela 1) entre os sexos, 0
mesmo ocorreu em relagdo ao numero das unidades de antendmeros (t=1,23;
d.f=18; p=0,2334) ( Tabela 1) nas antenas de macho e fémea ndo apresentaram

diferenca estatistica.

A estrutura morfolégica da antena de E. cyparissias é composta pelo escapo que

interliga a antena com a cabeca do inseto, pedicelo faz a conexao do escapo com o
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flagelo segmento final da antena. O flagelo € segmento mais longo da antena
composto por varias unidades de antenémeros (Figura 1).

A superficie da antena na regido dorsal € repleta de escama enquanto na regido
ventral foi possivel observar a presenca de uma determinada area da antena de
ambos 0s sexos que possui uma variedade de sensilas (Figura 1c-e). Esta regido €
uma 4rea na parte ventral da antena que se inicia a partir de uma faixa estreita e fina
repleta de sensilas algumas intercaladas entre as escamas, esta area se expande
conforme se aproxima do clube antenal, base final achatada da antena, que possui
os diferentes tipos de sensilas e com auséncia de escamas para encobrir essas
estruturas (Figura 1c-e). A regido dorsal da antena por sua vez possui sensila de
forma escassa e aleatoria, dispersas e em pontos distintas cobertas e/ou

intercaladas com as escamas.
Tipologia das sensilas

Foram identificados nas antenas seis tipos de sensilas tanto nos individuos machos
e fémeas sendo estas sensilas tricoide (ST), caética (SCa), basiconica (SBa),
squamiforme (SSq), auricilica (SAu), coeloconica (SCo), ampullacea (AMP) e cerdas
de Bohm’s bristles (BB) (Figura 2). Algumas sensilas foram classificadas em
subtipos de acordo com o comprimento: tricoide (STl e STII), caética (SCa | e SCa
II), e cerdas de Bohm’s bristles (BBI e BBII).

No escapo e pedicelo foi observada a presenca de dois tipos de estruturas; as
cerdas de Bohm’s bristles e sensila esquamiforme. Enquanto que ao longo dos
antendmeros, na regido dorsal da antena, intercalada as escamas foi observada a
presenca de dois tipos de sensilas, as caéticas e esquamiforme dispersas
aleatoriamente em pequenos pontos da superficie. Na regido ventral da antena ha
uma area especifica evidente com auséncia de escamas denominada de regido

sensilar por possui uma grande variedade de tipos e subtipos de sensilas.
Cerdas Bohm’s bristles e Sensila esquamiforme

As cerdas de Bohm'’s bristles (BB) foram observadas nas bases do segmento da
antena, escapo e pedicelo. Essas séo estruturalmente pontiagudas similares a

espinhos com parede cuticular aparentemente lisa (Figura 3 e 2). Nas antenas de
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macho e fémea foram identificados dois subtipos dessas estruturas BBI (longa) e
BBIl (curta). As cerdas de Bohm’s bristles ficam intercaladas com as escamas
presentes nos segmentos basais da antena, essas estruturas foram identificadas em
grupos. As Bohm’s bristles tipo | apresentam diferenca significativa em comprimento
(t=5,39; d.f=48; p= 0,0000) (Tabela 2) e largura (t=3,47; d.f=48; p= 0,0011) entre os
sexos, isso também foi observado com o subtipo Il no comprimento (t=4,75; d.f=48;
p= 0,0000) e largura (t=2,35; d.f=48; p= 0,0227) (Tabela 2).

As sensilas esquamiformes (SSq) estdo inclinadas sobre a superficie antenal em
ambos 0s sexos e sdo morfologicamente similares as escamas, entretanto possui
estrutura alongada e ponta apical fina (Figura 3 e 2). Foram identificadas no escapo,

pedicelo e flagelo de forma dispersa e aleatéria na area antenal.
Sencila caética

A sensila caética (SCa) apresenta uma leve inclinacdo para superficie da antena,
sua estrutura € longa e possui uma parede cuticular estriada, sua ponta apical
possui uma protuberéancia e foram indicados dois subtipos denominada de sensila
caética SCa | longa e fina, sensila caética SCa Il média e robusta , ambos possuem
parede cuticular estriada e ha presenca de soquete na base (Figura 4). As caéticas
estdo distribuidas de forma irregular e aleatéria pelos antendmeros nas regides

dorsal e ventral da antena.

Foi observado que a sensila caética subtipo | ndo apresentou distincdo entre os
sexos nos parametros de comprimento (t=1,28; d.f=48; p= 0,2060) e largura (t=0,21;
d.f=48; p= 0,8315) (Tabela 2). Esse subtipo I foi verificado na regido dorsal de forma
dispersas entre as escamas ao longo do flagelo e na regido ventral. Na sensila
caética subtipo Il também néo foi indicado variacao estatistica nos paramentos de
comprimento e largura (Tabela 2). Essa estrutura de sensila subtipo Il foi observada

em macho e fémea na area sensilar localizada na regido ventral da antena.
Sensila tricoide

As sensilas tricoides (ST) encontram-se amplamente distribuidas na regido ventral
da antena dos individuos macho e fémea. Este tipo de sensila apresenta-se

inclinado sobre a superficie da antena e possui uma estrutura alongada um eixo
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cilindrico com didmetro fino na ponta apical, apresentando uma superficie com
ranhuras estriada transversalmente com possivel presenca de poros P (Figura 5). Os
subtipos STI e STII foram observados area sensilar localizada na regido ventral da
antena. Estes subtipos estdo dispersos de forma abundante na érea sensilar
principalmente no clube antenal, ou seja, na ponta apical da antena. A sensila
tricéide subtipo | ndo apresentou diferenca significativa entre os sexos em relagédo ao
comprimento e largura (Tabela 2). Enquanto no subtipo Il da sensila tricéide foi
observado diferenca no comprimento (t=3,44; d.f=48; p= 0,0012) (Tabela 2) e ndo

houve diferenca na largura entre macho e fémea (Tabela 2)
Sensila basicbnica

Sensilas basicbnicas (SBa) foram observadas em ambos 0s sexos e sdo sensilas
curtas e ficam levemente inclinadas sobre a superficie cutitular da antena. Ao longo
da parede cuticular da sensila basiconica foi observada estrias e/ou ranhuras, sua
superficie cuticular aparenta apresentar uma possivel presenca de poros nesta
regido (Figura 5). Esta sensila foi observada na regido ventral na area sensilar da
antena que segue até o clube. Essas sensilas foram encontradas nas antenas dos
machos e fémeas na mesma regidao e foi observado que ndo houve diferenca

significativa de comprimento e largura entre os sexos (Tabela 2).
Sensila coelocdnica e auricilica

As sensilas coeloconicas (SCo) estao presentes em ambos os sexos sao similares a
botdes de flores, sua estrutura possui uma covinha rodeada por estruturas
semelhantes a “espinhos” cuticulares (Figura 6). Estas sensilas foram observadas ao
longo da é&rea sensilar na regido ventral de ambos os sexos até o clube da antena,
sua presenca foi observada de forma aleat6ria intercalada entre as demais sensilas

presentes na parede cuticular da antena.

As sensilas auricilicas (SAu) possui uma superficie achatada, enrugada e aparenta
apresentar poros na parede cuticular (Figura 6). Estdo distribuidas aleatoriamente
na parte ventral da superficie da antena, a partir do meio da antena numa faixa
estreita denominada area sensilar, essas estruturas foram observadas de forma

dispersa no clube da antena de individuos macho e fémea. De acordo com a
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variavel de comprimento e largura a sensila auricilica ndo apresentou diferenca

significativa entre os sexos (Tabela 2).
Sensila ampullacea

A sensila ampullacea (AMP) é morfologicamente semelhante a um pino dentro de
uma covinha presente na cuticula da antena (Figura 2) e esta localizada na &rea
sensilar na regido ventral da antena, foi observada essa estrutura de sensila de

forma limitada ao longo da antena.
Componente eletrofisiologicamente ativo

Em bioensaio de eletroantenografia usando a antena de fémea de 24-48 horas de
idade como detector bioldgico frente o extrato da asa posterior do macho de E.
cyparissias de 48 horas de idade foi observado que houve estimulo da antena
respondendo com um sinal para a um componente na amostra do macho. No extrato
0 pico ao qual a antena apresentou resposta foi denominado de componente EAD-
ativo indicado num tempo de retencdo (TR: 738 segundos/ 12.300minutos) (Figura
7).

O espectro de massas deste componente principal EAG-ativo apresentou um padréo
de fragmentacdo que sugere tratar-se de um alcool terpeno exibindo um ion
molecular m/z 290 (baixa intensidade) (Figura 8a). A indicacdo do alcool na molécula
foi suportada pela presenca do fragmento m/z 272 (M*-18) resultando da perda de
uma molécula de agua. Foi observado o pico do ion base de m/z 69 (100%),
referente ao fragmento CsHy'. A analise do espectro de massas permitiu indicar a
formula molecular CyoH340, referente a um diterpeno ja indicado pela analise do Kl e
pela biblioteca do CG-MS consultada. O composto foi identificado como o
(2E,6E,10E)-3,7,11,15-tetramethylhexadeca-2,6,10,14-tetraen-1-ol (E,E,E) (Figura
8b).

Foi observado que o componente EAG-ativo esta presente na amostra do macho e
ausente no extrato da fémea (Figura 9). O indice de kovats do pico ativo na amostra
coincidiu com o padrdao comercial quando analisado sobre as mesmas condicdes

num sistema de cromatografia gasosa (Tabela 3).
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A partir da comparacdo dos cromatogramas da amostra com um padréo auténtico
(Figura 10a) e a coninjecao reforcou a identificacdo do componente. A quantificacao
do composto foi realizada com o uso de padrdo interno eicosano (C20) com
concentracdo conhecida (Figura 10b). A concentracdo do geranilgeraniol no extrato
da asa posterior do macho foi estimada em torno de 11,826117ug/mL. Em testes
eletrofisioldégicos com o padréo auténtico do geranyl geraniol foi observado estimulo
de resposta em antenas de fémeas virgens de E. cyparisssias concretizando a
identificacdo do componente ativo (Figura 10c).

DISCUSSAO

As antenas constituem o sistema olfativo dos insetos e as estruturas que as
compdem, ou seja, as sensilas possuem uma sensibilidade fundamental para
atender as necessidades dos insetos no meio ambiente (Allen et al. 2011; Suh et al.
2014). As sensilas possuem distintas funcbes como detectores de temperatura,
umidade e funcao olfativa. Esta ultima tem grande importancia para selecao de
moléculas volateis, e a presenca de poros em algumas sensilas indica uma funcéo
de detector para moléculas de odores (Brito et al. 2016; Bawin et al. 2017). Estudos
indicam que as sensilas com caracteristicas porosas possuem proteinas ligantes de
odores (OBPs) que transportam as moléculas pela linfa sensilar até os receptores
olfativos para que a informacao chegue até o cérebro do inseto desencadeando uma
cascata de comportamento (Leal 2013; Reisenman et al. 2016; Pelosi et al. 2018;
Yuvaraj et al. 2018)

Em E. cyparissias as antenas de individuos macho e fémea foram morfologicamente
similares com auséncia de dimorfismo nas antenas semelhante ao observado em
Paysandisia archon (Lepidoptera: Castniidae)(Ruschioni et al. 2015). A estrutura da
antena, longa e fina, com a base final achatada (clube) sugere similaridade com um
taco, este tipo de antena é comum em outros lepidopteros (Monteys et al. 2012).
Em antenas de E. cyparissias de ambos os sexos foi observada uma area que
comporta diversas sensilas com abundancia de tipos de estruturas sensilares, essa
area foi localizada na regido ventral da antena. Ha insetos que possui area sensilar

limitada na qual as sensilas se detém de forma abundante na parte ventral da
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antena, essa caracteristica foi observada em outros lepidépteros como Paysandisia
archon (Monteys et al. 2012; Ruschioni et al. 2015).

A ordem lepidéptera compreende mariposas e borboletas que fazem uso do sistema
olfativo para localizar a fonte alimentar, o parceiro para copula e/ou local para
ovoposi¢cdo, assim o sistema sensorial dos insetos € fundamental para sua
sobrevivéncia e adaptacdo no meio ambiente (Corcoran et al. 2015; Ando et al.
2018). Em borboleta e mariposa a dispersao de sensilas e a area de concentracao
dessas estruturas difere bastante. Estudos indicam que as borboletas necessitam
mais que 6rgaos sensoriais para sobreviver em um habitat, uma vez que, esse tipo
de lepiddptero possui uma area reduzida para as sensilas e a localizacdo de muitas
dessas estruturas com funcéo olfativa encontram-se no clube antenal. Estudos
indicam que as borboletas sédo portadores de estimulos visuais que tém um papel
fundamental para este tipo de inseto (Delle-vedove et al. 2014; Monteys et al. 2017).
Ja as mariposas apresentam sensilas de forma abundante, compreendendo uma
diversidade de estruturas nas quais muitas possuem funcao olfativa, essas sdo um
recurso fundamental para a sobrevivéncia dos individuos no ambiente (Ando et al.
2018).

Os tipos de sensilas foram iguais em ambos os sexos de E. cyparissias e foi
observada a presenca de estruturas caracteristicas de sensila basiconica, tricéide,
auricilica, coelocbnica, esquamiforme, caética, ampullacea e Bohm"s bristles e
alguns desses tipos de sensilas foram observadas em outros lepidépteros como, por
exemplo, em Cydia pomonella e Cydia succedana (Roh et al. 2016), Paysandisia
archon (Monteys et al. 2012), Dendrolimus tabulaeformis (Zhang et al. 2013),
Phauda flammans Walker (Liu et al. 2018) e Coleophora obducta (Meyrick)
(Lepidoptera: Coleophoridae) (Yang et al. 2009).

As sensilas tricoides, caeticas e Bohm"s bristles foram classificadas com os subtipos
I e I em ambos os sexos. Foi observado dimorfismo sexual entre 0s sexos nas
sensilas tricoides subtipo || e Bohm"s bristles | e Il, onde no macho essas sensilas
foram maiores que nas fémeas. A diferenca de comprimento dos subtipos sensilas

de entre os sexos ja foram relatados em outros insetos (Chang et al. 2015).
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Foi sugerida uma possivel presenca de poros nas sensilas basiconica, tricoide e
auricilica observadas em antenas de ambos os sexos de E. cyparissias. Esses tipos
de sensilas sdo comuns em muitos Lepidopteros como Plutella xylostella L.
(Plutellidae) (Wee et al. 2016), Scoliopteryx libatrix L.(Lepidoptera: Noctuidae)
(Anderson et al. 2000). Essas estruturas sdo consideradas como olfativas atuando
na percepcao de moléculas de feromdnio e/ou volateis de plantas, por apresentarem
uma parede cuticular multiporosa que permite a passagem de moléculas de odores
gue sao transportadas para ORs. Esses tipos de sensilas ja foram observados em
mariposa e borboletas e atuam de forma decisiva na detec¢do de semioquimicos
(Anderson et al. 2000; Ruschioni et al. 2015; Brito et al. 2016).

As cerdas de Bohm's bristles localizadas no escapo e pedicelo séo similares em
estrutura e localizagdo a outros insetos da ordem lepiddptera como em Eogystia
hippophaecolus (Hu et al. 2018), Isoceras sibirica Alpheraky (Liu et al. 2014). Para
essas estruturas estudos sugerem uma fungcdo mecanorreceptora, sua localizagao

contribui para esta funcéo envolvida no movimento da antena (Bawin et al. 2017).

As sensilas esquamiforme sdo estruturalmente similares as escamas, essas sensilas
sdo comuns em diversos lepiddpteros (Zheng et al. 2014). Em E. cyparissias foi
observado esse tipo de sensila na regido da base da antena e ao longo do flagelo
intercalado entre as escamas na regido dorsal e na regido ventral. Em alguns

lepidopteros é atribuida a fungdo mecanorreceptora (Bawin et al. 2017).

As sensilas caéticas foram observadas na parte dorsal e ventral da antena séo
sensilas comuns em diversos insetos da ordem lepidoptera (Mark et al. 2018; Yang
et al. 2017a). Em alguns lepidépteros essas sensilas podem ter funcao
mecanorreceptora e quimiorreceptora, uma vez que, podem apresentar cuticula

aporosa ou porosa (Faucheux et al. 2006; Bawin et al. 2017; Yang et al. 2017a).

Sensilas coeloconicas foram observadas no clube antenal (base achatada proxima
a ponta apical) em individuos macho e fémea de E. cyparissias com a estrutura
semelhante as sugeridas em outros lepidopteros como Mythimna separata (Chang et
al. 2015), Helicoverpa armigera (Diongue et al. 2013), Spodoptera littoralis (Seada
2015). Estudos sugerem para algumas sensilas coeloconicas a funcéo olfativa e/ou

funcéo quimio, hidro e termorreceptora (Bawin et al. 2017). As sensilas ampullacea
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presentes em E. cyparissias foram indicadas em outros lepidopteros como
Paysandisia archon (Burmeister 1879) e distintas fun¢cdes sao inferidas a esse tipo
como, por exemplo, mecano-gustativa hidro e termorreceptora (Ruschioni et al.
2015).

A E. cyparissias € uma praga importante para cultura de plantas da familia
Arecaceae (Delgado e Couturier 2003; Costa 2015). Sendo necesséario buscar
alternativas de controle e/ou monitoramento eficaz para este inseto no campo de
maneira que seja menos agressiva a planta e ao meio ambiente. A presenca de
sensilvas olfativas na antena de E. cyparissias tem relagdo com a deteccdo e
selecdo de moléculas capazes de causar estimulo a antena do sexo oposto. Ha
estruturas olfativas que sédo especificas para feromonio e volateis de plantas, essa
especificidade corrobora com testes eletrofisiologicos e comportamentais (Bawin et
al. 2017). No presente estudo, foi observado que um componente masculino da
classe dos diterpenos o0 geranilgeraniol (2E, 6E, 10E)-3, 7, 11,15-
tetramethylhexadeca-2, 6, 10,14-tetraen-1-ol (E, E, E) estimulou resposta olfativa em

antena de fémeas virgens com 24-48 horas de idade da E. cyparissias.

O geranylgeraniol é um alcool aciclico diterpeno, constituido por quatro unidades
isoprénicas. Esse componente tem um papel relevante em processos bioldgicos,
além de ser intermediario para biossintese de outros componentes da classe dos
diterpenos (Luckner 1984).

Esse composto atua como semioquimico com papel de feroménio para abelhas e
zangoes (Kullenberg et al. 1970; Svensson e Bergstrom 1977; Rasmont et al. 2005;
Krieger et al. 2006; Bertsch et al. 2008) e também foi indicado como feroménio no
vertebrado Tayassu tajacu (Tayassuidae, Mammalia) (Waterhouse et al. 1996),
artropodes Agriotes medvedevi (Coleoptera: Elateridae) (Yatsynin et al. 1996),
Xylocopa guaianensi (Hymenoptera: Anthophoridae) (Williams et al. 1987), Xylocopa
varipuncta (Hymenoptera: Anthophoridae) (Andersen et al. 1988).Como aleloquimico
foi observado em cupins europeus do género Reticulitermes (Quintana et al. 2003) e
abelhas Euglossini (Apidae) (Eltz et al. 2006).

O geranilgeraniol foi identificado nas glandulas de Dufour da abelha Nannotrigona

testaceicornis (Cruz-lopez et al., 2001) e das formigas Aenictus rotundatus (Oldham
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et al., 1994), Ectatomma ruidum (Bestmann et al., 1995), Formica nigricans,
Formica rufa e Formica polyctena (Bergstrom e Lijfqvist, 1973) e Polyergus
rufescens (D'Ettorre et al., 2000).

Na composicdo quimica de plantas foi verificada a presenca do geranilgeraniol
como, por exemplo, no urucum a Bixa orellana L. considerada uma rica fonte desse
composto principalmente nas sementes (Jondiko e Pattenden 1989; Beretta et al.
2018; Zabot et al. 2019), esse alcool terpeno foi também verificado no 6leo do
hibrido da palma de 6leo Elaeis oleifera x E. guineenses (Mozzon et al. 2015) e na

fracdo insaponificavel do 6leo de linhaca (Fedeli et al. 1966).

Os terpenos tém ganhado destague como feroménio de insetos em ordens como
coleoptera, lepidéptera, hymenoptera dentre outras (Reddy e Guerrero 2004; Schulz
2005; Krieger et al. 2006; Andersson et al. 2007; Darragh et al. 2017; Yang et al.
2017b). A presenca de terpenos no metabolismo secundéario de planta € conhecida
enguanto nos insetos vem ganhando cada vez mais interesse, estudos sugerem que
terpenos oriundos de plantas também podem agir como percursos para
semioquimicos, os insetos podem sequestrar terpenos de fonte alimentar e usa-los
na fase adulta na comunicacdo quimica (Boppré 1978; Blum 1987; Tillman et al.
1999; Blomquist e Vogt 2003; Breitmaier 2006; Borges et al. 2018).

Além das fémeas da ordem lepidoptera liberar componentes atraentes a longa
distancia, os insetos masculinos vém ganhando espaco com a presenca de
semioquimico de atracdo a curta distancia que é produzida em partes do seu corpo
do inseto como asa, perna e abdémen, e tem relacdo com a presenca de estrutura
especializada que auxiliam na dispersao a androconia que pode ser tufos de pelos
e/ou escamas. A presenca de componente macho coespecifico foi citado para
diversos insetos da ordem lepidéptera como, por exemplo, Bicyclus anynana
(Nieberding et al. 2008, 2012), Heliconius melpomene (Darragh et al., 2017), Pieris
napi (Andersson et al. 2007).

A presenca de composto macho especifico foi citada para lepidopteros da familia
Castniidae, como, por exemplo, E. cyparissias (Costa 2015) e Paysandisia archon
(Quero et al. 2017). O inseto da familia Castniidae Paysandisia archon (Burmeister

1879) apresentou resposta de antenas de fémeas ao componente macho especifico
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identificado no extrato do segundo par de pernas deste inseto onde foi observada a
presenca de androconia (Frérot et al. 2013; Quero et al. 2017). Em muitos
lepidopteros da familia Castniidae a presenca de tufos de pélos especializados, as
denominadas androconias foram identificada em distintas partes do corpo do corpo
destes insetos (Le Cerf 1936). O geranilgeraniol proporcionou a despolarizacéo da
antena da fémea de E. cyparissias indicando resposta reconhecida pela sensila
olfativa presente na antena do inseto. A presenca do componente macho especifico
neste inseto evidéncia o possivel envolvimento na comunicacdo quimica a curta
distancia comum em insetos masculinos e em alguns Castniideos como, por

exemplo, para a P. archon (Frérot et al. 2013).
CONCLUSAO

O presente estudo mostrou que E. cyparissias apresenta diversas estruturas
sensilares destacando as tricéides, auricilicas e basiconicas presentes em ambos 0s
sexos que sdo indicadas como quimiorreceptoras podendo detectar moléculas de
feromonio e/ou volateis de plantas. A antena de fémea foi estimulada pela presenca
do composto diterpeno geranilgeraniol componente macho especifico. Mesmo com a
indicacdo deste composto como responsavel por estimular resposta olfativa em
antena de fémea sua funcdo no comportamento do inseto ainda precisa ser mais
estudada assim como outros fatores. A molécula indicada norteia um avanco para
ecologia quimica do Castniideo E. cyparissias e estudos envolvendo os
semioquimicos podem proporcionar uma base de referéncia para o desenvolvimento

de alternativas de monitoramento e/ou controle ambientalmente saudavel.
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Tabela 1. Antena total de comprimento e nimero de antenomeros em machos e
fémeas de E. cyparissias.

Localizagdo Variavel Fémea Macho t,d.f.; p
Antenomero NuUmero 75,20+1,75a 74,20+1,87a t=1,23; d.f=18;
p=0,2334
Total Comprimento 31,76+1,83a 32,68+1,46a t=1,11; d.f=14;
antena (mm) p=0,2835

Foram usadas dez antenas de cada sexo e os resultados sao apresentados como a
meédia + sem. Médias seguidas da mesma letra na linha ndo diferem estatisticamente
a 5% de probabilidade pelo teste t de Student.
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Tabela 2. Comprimento estimado e largura basal de diferentes tipos de sensilas na
antena de machos e fémeas de E. cyparissias.

Sensila Variavel Fémea Macho t,d.f.;p
SChal Comprimento 116,09+26,58a 124,09+£16,31a t=1,28; d.f=48;
(Hm) p=0,2060
SChal Largura 5,12+0,84a 5,18+0,95a t=0,21; d.f=48;
(Hm) p=0,8315
SCha2 Comprimento 61,77+10,10a 59,63+15,10a t=0,59; d.f=48;
(Hm) p=0,5600
SCha 2 Largura 4,45+0,51a 4,56+0,64a t=0,65; d.f=48;
(Lm) p=0,5191
BB1 Comprimento 54,25+8,47a 66,28+7,27b t=5,39; d.f=48;
(Hm) p=0,0000
BB1 Largura 3,55+0,73a 4,28+0,77b t=3,47; d.f=48;
(Lm) p=0,0011
BB2 Comprimento 37,63+7,17a 46,95+6,69b t=4,75; d.f=48;
(Hm) p=0,0000
BB2 Largura 3,27+0,75a 3,70+0,53b t=2,35; d.f=48;
(Lm) p=0,0227
ST1 Comprimento 71,8515,34a 71,87+5,01a t=0,15; d.f=48;
(km) p=0,9876
ST1 Largura 4,15+0,82a 4,06+0,66a t=0,43; d.f=48;
(Hm) p=0,6692
ST2 Comprimento 54,30+4,25a 57,60+2,21b t=3,44; d.f=48;
(Hm) p=0,0012
ST2 Largura 3,55+0,63a 3,75+0,64a t=1,15; d.f=48;
(um) p=0,2552
SAu Comprimento 19,15+3,62a 18,64+3,17a t=0,53; d.f=48;
(Hm) p=0,5964
SAu Largura 2,34+0,53a 2,2610,58a t=0,52; d.f=48;
(Hm) p=0,6030
SBa Comprimento 26,98+8,13a 30,52+4,99a t=1,85; d.f=48;
(km) p=0,0703
SBa Largura 2,4510,64a 2,051£0,43a t=2,60; d.f=48;
(um) p=0,0122
SCo Comprimento - - -
(Hm)
SCo Largura - - -
(Hm)
SSqua  Comprimento - - -
(Hm)
SSqua Largura - - -
(Hm)
AMP Comprimento - - -
(Hm)
AMP Largura (um) - - -

Os valores séo apresentados como a média + sem. Foram utilizadas 25 unidades de sensila por tipo
e subtipo em cada sexo. Médias seguidas da mesma letra na linha ndo diferem estatisticamente a 5%
de probabilidade pelo teste t de Student.

A presencga do

“ o

com essas sensilas.

indica que nao foi possivel realizar a analise da variavel de comprimento e largura
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Tabela 3. Confirmacao da identificagcdo do componente EAD-ativo por CGDIC com o

padréo auténtico

Amostra Tempo de Index kovats® MMP
retencao (g/mol)
(minutos)®
Geranilgeraniol 11.369 2191 -
(Extrato da asa
posterior)
Geranilgeraniol 11.376 2192 290,48
(Padrao)

2 Programac&o 1 CG-DIC em coluna DBS5;® Massa molecular — MM.
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Figura 1. Antena de E. cyparissias (A), partes da antena escapo EC, pedicelo PE,
flagelo FL, clube CL e apical AP (B), regido ventral e area sensilar destague em
amarelo no flagelo e escamas Sc nas areas laterais(C), flagelo FL e unidades de
antenbmero AT na regido ventral (D); Regido ventral do clube com area sensilar e

regido dorsal coberta por escamas (E).

SEM HV: 10.0 kV WD: 25.00 mm | | l | VEGA3 TESCAN

View field: 17.2 mm | Det: SE 5 mm

SEM HV: 20.0 kV WD: 45.97 mm I I SEM HV: 20.0 kV WD: 45.50 mm I I

View field: 2.78 mm | Det: SE 500 pm View field: 2.67 mm Det: SE 500 pm

Ventral

AT

SEM HV: 20.0 kV WD: 45.50 mm I SEM HV: 10.0 kV WD: 15.08 mm
View field: 1.10 mm Det: SE 200 pm View field: 5.80 mm Det: SE
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Figura 2. Imagens de microscopia eletronica de varredura dos tipos de sensilas de
macho e fémea da E.cyparissias. Cerdas de Bohm’s bristles BB (A); Sensila
squamiforme SSq (B); Escamas Sc (B-C); Sensilas caética SCha e auricilica SAu
(C); Sensilas tricoide ST e coeloconica SCo (C-E); ampullacea AMP (D) e Sensila

basiconia (E).

Bohm’s bristles (BB)

SEMHV:200kV =~ WD:45.23mm VEGA3I TESCANE  SEM HV: 10.0 kV 11 VEGA3J TESCAN|
View field: 395 pm Det: SE 100 pm

Sc

VEGA3 TESCAN
SEMHV: 200KV | Wo4sA7mm |

View field: 265 pm Det: SE 50 ym

SEM HV: 10.0 kV WD: 15.81 mm | | VEGA3 TESCAN

View field: 90.2 pym Det: SE 20 pm
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Figura 3. Cerdas Bohm’s bristles (A-B) e sensila esquamiforme SSq (A e C)

presentes na antena de macho e fémea.

SEM HV: 20.0 kV
View field: 1.53 mm

SEM HV: 20.0 kV
[View field: 418 pm

SEMHV:200kV |

View field: 294 ym

(gohm S b1 JS\ﬂes

| WD:42.42mm

Det: SE
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Figura 4. Estrutura da sensila caética presente em ambos 0s sexos. Sensila caética
SCha | (A); Ponta apical da sensila caética | (B); Sensila caética SCha Il sua base

possui soquete S (C); parede cuticular estriada (D).

SCha I

SEM HV: 10.0 kV WD: 14.88 mm SEM HV: 10.0 kV WD: 15.18 mm

View field: 222 pym Det: SE View field: 25.1 pm Det: SE

SCha Il

SEM HV: 10.0 kV WD: 14.98 mm SEM HV: 10.0 kV WD: 15.81 mm
View field: 46.5 ym Det: SE View field: 15.3 pm Det: SE
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Figura 5. Sensilas tricéides e basicOnica presentes na area sensilar da antena de E.
cyparissias. Sensila tricoide ST (A-D) e Sensila basiconica SBa (A-C); indicacao (=)
da possivel presenca de poros P na parede cuticular da sensila tricoide (B e D);

possivel presenca de poros P (=) na parede cuticular da sensila basiconica (C).

= o T - 4 -
SEM HV: 10. WD: 16.01 mm WD: 16.00 mm
View field: 150 ym Det: SE 20 pm lew fleld: 26.4 pm Det: SE

SEM HV: 10.0 kV WD: 16.15 mm

View field: 26.3 ym Det: SE 5pm SEM HV: 10.0 kV WD: 16.00 mm 11
SEM MAG: 7.89 kx  Date(m/dly): 10/30/18 IFAL/ICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA View field: 26.4 ym Det: SE 5pm
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Figura 6. Estrutura morfologica das sensila coelocbnica e auricilica em ambos os
sexos. Sensila coeloconica SCo (A e C); sensila auricilica SAu (B e D); parede

cuticular com indicacéo de possivel poro P (=) em sensila auricilica SAu (B).

SEM HV: 10.0 kV WD: 15.72 mmr SEM HV: 10.0 kV WD: 15.53 mm
View field: 25.9 ym Det: SE View field: 24.5 pm Det: SE

SEM HV: 10.0 kV WD: 19.81 mm T WD: 16.10 mm

iew field: 27.5 pm Det: SE 5pm Det: SE
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Figura 7. Cromatograma de resposta eletrofisiolégica de fémea virgem diante de um

componente (1) no extrato da asa posterior do macho.
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Figura 9. Cromatograma CG-DIC (Programacdol) do extrato da asa posterior do
macho e da fémea com identificacdo do componente EAD-ativo no macho (1).
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Figura 10. Sobreposi¢cao do cromatograma do CG-DIC extrato do macho (1) com
padrao auténtico do geranylgeraniol (2) (a); quantificacdo do composto EAD-ativo
com padrao interno eicosano IS (b); resposta eletrofisioldgica de antena de fémea

frete o padréo auténtico do geranilgeraniol (1) (c).

(a) (b) i

—

DIC
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Highlights

o The lepidopteran species Automeris liberia exhibited sexual dimorphism in the
antennae of males (bipectinate) and females (filiform).

o The typology of sensilla present on the olfactory sensory system (antennae) in
both sexes of A. liberia was investigated.

o Seven types of sensilla were identified in males and females.

o Sexual dimorphism was observed with the presence of sensilla subtypes in
insect antennae.

o Trichodea sensilla subtypes | and Il were identified only in male antennae.

ABSTRACT: The lepidopteran species Automeris liberia from the Saturniidae family
is a polyphagous insect responsible for defoliating plants, such as the oil palm (Elaeis
guineensis Jaquim). The antennae of insects play an important role in survival in
various environments. Antennae are the main sensory organs of insects and have
different sensilla to detect chemical cues, movement, humidity and temperature. The
olfactory and sensorial structures present in the antennae are responsible for the
behavior of the insects, which is influenced by chemical communication. The
morphology, distribution and location of the sensilla in the antennae of male and
female A. liberia were investigated by scanning electron microscopy to understand
the olfactory mechanisms relevant to insect-insect communication and insect-plant
communication, among others. The results showed that the antennal length and the
number of antennomeres were different between the sexes, demonstrating the
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existence of sexual dimorphism in the antennae. According to the morphological
data, seven types of sensilla were identified along the surface of the antennae,
classified as trichodea, chaetica, basiconica, coeloconica, squamiformia, styloconica
and Bohm's bristles. In the sensilla chaetica, basiconica and Bohm's bristles, two
subtypes based on length were identified in both sexes. The trichodea sensilla
indicated dimorphism since three subtypes were observed in males, while in females
only one subtype was observed, according to the length of the sensory structure.
Sensilla trichodea subtypes | and Il were specific to males, while subtype Il was
observed in both sexes. These types of sensilla are involved in the recognition of
pheromone molecules. Therefore, the morphological study of the localization of the
sensilla in the antennae will provide useful and relevant results for
electrophysiological studies and behavioral tests. This can help to understand the
chemical orientation of insects and provide directed strategies for pest control.

Keywords: Lepidopteran; antenna; morphology; sensilla; scanning electron
microscopy

1.Introduction

The antennae are the main olfactory organs of insects and play an important role in
the detection and selection of dispersed odoriferous molecules in the environment
and in the perception of physical signals regarding temperature and humidity (Altner
and Prillinger, 1980; Bawin et al., 2017; Li et al., 2018). The insect olfactory sensory
system comprises numerous structures called sensilla that are morphologically
distinct and have diverse functions, influencing insect behavior and assisting the
communication and survival of the species in their habitat (Altner and Prillinger 1980;
Ma et al., 2017; Sakurai et al., 2014).

Sensilla have several functions, including mechanoreception, thermoreception,
hygroreception, chemoreception (reception of pheromones and reception of plant
volatiles), and gustatory reception, according to their structural morphology
(Steinbrecht, 1996). A feature of the sensilla that has increasing relevance is the
presence of pores along the cuticular surface, which suggests an olfactory function
(Steinbrecht, 1997; Yuvaraj et al., 2013). This type of function is important for
behavioral and mainly electrophysiological tests for the detection of plant volatiles
and/or pheromones defining the components that stimulate responses in the olfactory

organ of the insect (Hallem et al., 2006; Ruschioni et al., 2015).

Olfactory structures are important for detecting odoriferous molecules.

Molecules enter the pores of the cuticular wall of the olfactory sensilla and are
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transported in the sensillar lymph by odorant-biding proteins (OBPs); OBPs arrive at
the odoriferous receptors (ORs) present in the dendrites of the olfactory sensory
neurons, which aid in the process of recognition of the molecules and induce a
response to the antennae. In addition, recognizes the appropriate proportion of the
active component capable of triggering a response in the insect brain that results in
behavioral activity (Carraher et al., 2015; Guidobaldi et al., 2014; Jacquin-joly and
Merlin, 2004; Reisenman et al., 2016, Steinbrecht, 1996; Suh et al., 2014).

Sensilla have already been described for insects of different orders and
contain several types the most common are sensilla coeloconica, squamiformia,
chaetica, styloconica, trichodea, basiconica and auricillica (Li et al., 2018; Ma et al.,
2017; Melnitsky et al., 2018; Song et al., 2017; Wang et al., 2016; Yi et al., 2016).
Many insects have a large number of sensilla types and subtypes that may vary or
not between individuals (Faucheux et al., 2006). There are descriptions that in some
moths, males have a larger region, number, and type or subtype of sensilla when
compared to females, reinforcing the indication that males are the recipients of
odoriferous molecules since female moths generally release substances attractive to
males (Bawin et al., 2017; Yan et al., 2017).

Studies of insect antennae sensilla structures and semiochemicals are
important to help elucidate the olfactory mechanisms involved in detecting molecules
that can be electrophysiologically active. In this way, the olfactory sensory system is
increasingly important to studies directed at the chemical ecology of insects for
behavioral control and useful for elucidating the communication system between
conspecifics insects (Agelopoulos et al., 1999; Brito et al., 2016; Deisig et al., 2014,
Park et al., 2018; Tegoni et al., 2004; Zhang et al., 2015).

The typology of the olfactory sensory system is little studied in many insects,
as is case for the species Automeris liberia (Lepidoptera: Saturniidae), a moth that
causes damage to Aceraceae plantations, specifically the oil palm (Courunrerr et al.,
1993; Polania and Posada- Florez, 1992). In the caterpillar stage, it is characterized
by urtication due to the presence of bristles, similar to thorns, present in the body.
The damage caused to the host plant consists of defoliation, which causes a
reduction in the leaf area affecting production (Oliveira et al., 2018; Tindco, 2016).
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The objective of the present study was to identify the antennal ultrastructure of A.

liberia and the typology of sensilla structures in both sexes.

2. Materials and methods

2.1. Insects

A. liberia caterpillars were collected from commercial plantations of oil palm
on the farms of Group Agropalma S/A (02° 31 '31 "S and 48° 45' 7") located in the
municipality of Thailand in the State of Para, Brazil. The specimens were kept at the
Laboratory of Research in Natural Resources at Federal University of Alagoas UFAL,
Macei6-AL, Brazil, in a breeding laboratory with a temperature of 25 + 2 °C (photo-
period 12 L: 12D). The caterpillars were fed with coconut leaflets until the prepupal
stage.

2.2. DNA extraction

2.2.1 Polymerase chain reaction (PCR) and sequencing

Genomic DNA was extracted from the legs of male A. liberia using the
method based on cell lysis by SDS with modifications (Luque et al., 2002). DNA was
extracted from individuals of the morphologically identified species. The gene region
COl was amplified using the primer LepF (5'-ATTCAACCAATCATAAAGATATTGG-
3) and the reverse primer LepR (5-TAAACTTCTGGATGTCCAAAAAATCA-3)
(Folmer et al., 1994). Each amplification was performed in a 25 pl total volume, which
included 1 yl DNA, 2.5 pl (10 x buffer), 0.5 yl (Tag DNA Polymerase), 1.0 ul (2.5 mM
dNTP mix), 0.5 pl (50 mM MgCl,), 1.0 ul of each primer (10 mmol) and 17.5 pl
(ddH20). PCR parameters were 95°C for 3 min and 35 cycles of 94°C for 30 sec,
51°C (for COI) for 40 sec and 72°C for 60 sec, followed by a final extension step of
72°C for 10 min. The obtained PCR products were run on 1.0% agarose gel using

ethidium bromide and visualized with a gel imaging system.

PCR products showing positive clear bands were purified using QIAquick®
PCR Purification Kits (according to the manufacturer’s protocol). A maximum of two
positive PCR samples of the species were sequenced bidirectionally in Sequences at

Macrogen Inc. (Korea), Seoul, South Korea.
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2.2.2 Analysis of DNA sequences

The trace files/chromatograms of the COIl sequences were edited manually
using the Codon Code software (Codon Code Corporation, www.codoncode.com).
Low quality sequences were excluded from data analysis. Consensus sequences
were aligned using Clustal W in MEGA 6.0 software (Thompson et al., 1994). Once
the alignment was complete, species identification was confirmed by comparing the
sequences to publicly available sequence data in GenBank using Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST) (http://blast.ncbiv.nim.nih.gov) and the barcode of
the database life (BOLD) interface (Ratnasingham & Hebert, 2007).

Mega version 6.0 was used to calculate sequence pair-to-pair intraspecific and
interspecific divergence using the distance model of the Kimura 2-parameter (Kimura
et al., 1980). Support of NJ trees were evaluated with 1000 bootstrap replications.
The positions of the codon included 1st + 2nd + 3rd + noncoding regions. All
sequences of generated COI haplotypes have been deposited in the Bold Systems,

and accession numbers are provided in Supplementary (Fig.S1).
2.3 Preparation of the Antennae for Scanning Electron Microscopy

The antennae of adult insects of both sexes (n = 10 antennae) aged 24 to 48 h
were used for analysis. For antennal dimorphism, images of the antennae of both

sexes were obtained through a digital microscope (Labomed Luxeo 4D).

Newly emerged adults (24-48 h old) were anesthetized at low temperature -18
°C, and the antennae (n=10) from the insect heads of both sexes were removed with
histological tweezers starting from the scape; antennae were immersed in
glutaraldehyde solution at 2.5% in 0.1 M sodium phosphate buffer for 10 minutes.
Then, the antennas were submitted to dehydration with a 70%, 80%, 90% and 100%
ethanol solution for 5 minutes each. The antennae were maintained on filter paper
until evaporation of the solvent. When dry, the antennae were mounted in the ventral
and dorsal positions on carbon sulfite adhesive tape and attached to the stub (metal

support) for metallization (Q150R ES, Quorum).

Metallization was performed by gold sputtering at 45 mV for 200 sec. Each
antenna had the structure and typology of the sensilla examined in an electron
scanning microscope (Tescan Mark, model VEGA3 LMU) operating with an electron
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beam at 5.0 kV. This analysis was performed at the Microscopy Laboratory of the
Federal Institute of Alagoas - IFAL, Macei6-AL, Brazil.

2.3.1 ldentification and distribution of sensilla

The antennal morphology of both sexes was analyzed by observing the
segments that comprise the antennas of adult male and female individuals. To
characterize the sensilla, the morphology and typology of these structures were
verified based on the literature. Sensilla were then classified into subtypes according
to the apparent morphology, size and shape of the antennal surface of five antennae
(five male and female insects). The parameters antenna length and total number of
antenna units were analyzed in 10 male and 10 female antennae using the ImageJ
program, Rasband, 1997-2006. The images captured from electron scanning

microscope were edited using Adobe Photoshop.
2.3.2 Statistical analysis

The parameters of length, width of the base of the scape, pedicel, number of
antennomeres (n = 10) and sensilla base length and width (n = 25) of each type were
evaluated using Student's t test and applied using Genes software (Cruz, 2013).

3. Results
3.1 Molecular identification of the species

In this study, COI gene fragments with 730 bp were amplified, and after the
use of the BLAST tool, the identification of the species was confirmed by comparing
the sequences to publicly available sequence data in GenBank. The species
Automeris liberia Cramer, 1780 was confirmed. To support the confirmation, a
phylogenetic tree was constructed with the sequences of A. liberia and other moths
of the family Saturniidae. The constructed phylogenetic tree clearly indicated that the
compared sequences were identical and represented the same species, thus
confirming the results found in GenBank. The phylogenetic tree is available in

Supplementary, Fig.S2.

3.2 Ultrastructures of the antennae and sensilla types in Automeris liberia


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0968432808001881
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0968432808001881
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According to the morphology, the antennae of males and females of A. liberia
are structurally distinct with marked dimorphism. The antennas were classified as
bipectinate (male) and filiform (female). The bipectinate structure has a central
filament with lateral branches similar to a fish scale or feather, these lateral filaments
have distinct scales and sensilla in contrast, the antennae of the female have a
filiform structure, such as a thread, covered in scales and sensilla (Fig. 1A, 1B).

The antenna comprises two segments that form its base, the scape, which has
a rounded appearance and the short-segment pedicel. The basal segments are
followed by the flagellum, which is the largest segment of the antennae and is
composed of several connected units called antennomeres. The antennae of males
and females have different total lengths (t = 2.54; df = 18; p = 0.02074) (Table 1).

There was a significant difference between the lengths of the basal divisions of
the antennae between males and females as the length of the scape (t = 3.38, df =
18, p = 0.00332), pedicel (t=16,57; df=18; p=0,0000) and flagellum (t = 4.35, df = 18,
p = 0.00039) (Table 1). A difference was also observed in the number of
antennomeres (t = 4.29, df = 18, p = 0.00044) (Table 1) present in the flagellum
between the sexes. The segments that make up the antennae of this lepidopteran
species are dense with sensilla starting from the base of the antenna. The base that
connects the antenna to the head of the insect is called a scape, and a pedicel
connects the scape to the flagellum. The largest segment of the antenna, the
flagellum, is composed of several antennomeres in the proximal (base/initial),

intermediate (center/medium) and apical (end/tip) (Fig. 2 A, B,C,D, E,F).

Along the flagellum, the antennomeres have sensilla in the ventral and dorsal
regions. Throughout the flagellum, these structures were classified according to their
morphology by microscopic images. Seven types of sensilla were observed in A.
liberia, including sensilla squamiformia, chaetica, trichodea, basiconica, coeloconica,

styloconica and Bohm's bristles.
3.2.1 Bohm's bristles and sensilla squamiformia

The structures of Béhm's bristles and squamiformia sensilla were observed in
the basal region of the antennae (scape and pedicel) underneath the long scales
(Fig. 3 A, B, C, D). Bohm's bristles are morphologically smooth, spike-like and
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nonporous structures. They are exposed when the long scales that cover them on
the scape and pedicel are removed (Fig. 3B, 3D).

These structures were observed by the presence of several agglomerated
units in the basal region of the antennae in both sexes near the joints. Bohm's
bristles were characterized into subtypes BBI and BBII according to their lengths in
males and females. The BBI subtype had a similar length in both sexes (t = 0.31, df =
48, p <0.05) (Table 2). The BBII subtype was longer in males than in females (t =
3.74, df = 48, p = 0.0005) (Table 2).

.The squamiformia sensilla were long, similar to scales with a thin apical tip,
and were scattered in the basal regions of the antenna (scape and pedicel) in both
sexes (Fig. 3A and 3C). The females also presented these structures in the dorsal
region of the antennomeres in a dispersed pattern along the flagellum. In the antenna
of the male insect, this sensilla was present on the antennomere near the pedicel

and was not observed in the intermediate and apical regions of the antennae.
3.2.2 Sensilla chaetica

The chaetica sensilla present in male and female insects had robust base
structures and were long and pointed (Fig. 4A, 4B and 4C). In male antennae, these
structures were classified as subtype |, which had a longer length and were observed
at the tips of the lateral branches and the apical tip of both the ventral and dorsal part
of the antennae.

In female antennae, subtype | sensilla were observed along one or more of the
antennomeres on the side of the flagellum and at the antennae apical tip. A
significant difference was observed in the length (t = 5.26, df = 48, p = 0.000) of
these sensilla between the sexes (Table 2). Subtype Il (medium) was observed in the
center of each antennomere along the flagellum in the ventral region and in the
apical tip in both sexes. Their morphological characteristics were similar to subtype |I.
The length of the subtype Il structures differed significantly (t = 2.21; df = 48; p =

0.03) between male and female insects (Table 2).

3.2.3 Sensilla trichodea
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In both sexes, the trichodea sensilla were observed along the length of the
flagellum in the proximal and intermediate regions and became scarce at the apical
tip of the antenna. The structure of these sensilla varied from long to medium slightly
inclined and/or spiral-shaped (Fig. 4A, 4B and 4D). For male insects, it was verified
that the trichodea sensilla had a varied structural form and can be long, curved at the
tip, inclined and/or spiral shaped. In females, the structures were long and slightly
inclined. The trichodea sensilla were observed quite prominently in males with the
presence of three subtypes of trichodea sensilla; females only presented one
subtype. The subtypes were classified as long (I), medium (Il) and short (llI)
according to the length of each olfactory structure (Fig. 4A, 5A, 5B and 5D).

Subtype | was observed in the antennae of male insects and characterized as
the longest of the subtypes. Subtype | was found mainly in the lateral branches of the
bipectinate antennae with an average length of 143.853 + 28.818 um (Table 2).
These sensilla have a slight curvature at the apical tip, and the cuticular surface has

grooves along its structure up to the apical tip.

Subtype Il (average size), with an average length of 99,778 + 18,771 uym
(Table 2), showed an "S" curvature or spiral form and was distributed on the lateral
branches of the antennomeres. Some structures were observed in the dorsal region
of the central filament of the units that form the scourge flagellum of male insects.

The cuticle wall showed has transverse line-like (Fig. 4B, 4D, 5B and 5D).

Subtype lll, classified as short, had slight inclinations and/or curvatures at the
tips of the sensilla in both sexes. These sensilla presented transverse grooves along
the wall of the cuticular surface (Fig. 5A and 5D). In male insects, these sensilla were
present on the surface of the antennomeres of the central filament and on the lateral
branches of the bipectinate antennae. In female insects, these sensilla were
dispersed on the antennomeres mainly on the lateral side between sensilla chaetica
I. The length of the sensilla trichodea Il did not differ statistically between (t = 0.38, df
= 48, p <0.05) male and female insects (Table 2).

3.2.4 Sensilla basiconica

The basiconica sensillum had a slightly curved structure at the apex and/or an
inclined tip and appeared to have a rough surface (Fig. 5A, 5B and 5C). These
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sensilla were identified in both sexes and classified as basiconica type | and Il
according to the length. The basiconica sensilla were observed in the center and on
the lateral branches of each antennomere along the flagellum in the male antenna.
These sensilla were interspersed between trichodea sensilla. In the female insects,
these sensilla were distributed in the center of and along the sides of the
antennomeres of the dispersed scourge flagellum, interspersed between trichodea
and chaetica sensilla. There was no difference in the length of basiconica type | (t =
1.01, df = 48, p = 0.31) and basiconica type Il (t = 1.72, df = 48, p = 0.09) between

the sexes (Table 2).
3.2.5 Sensilla coeloconica and styloconica

The coeloconica sensillum has a pin form inside a cavity surrounded by a
short scale similar to a flower (Fig. 6A). These structures were observed on the
surface of antennae of male and female insects and were usually dispersed along
the antennomeres in the dorsal and ventral regions ending just before the final part of

the antennae.

The styloconica sensilla were robust and short structures similar to small
cones. The wall of the cuticle was smooth with one or more pins in the apical region,
and some sensilla had two connected style units (Fig. 6B, 6C and 6D). These
sensilla were visible on the antennae of female and male insects on the

antennomeres in the ventral region and on the apical part of the antennae.
4. Discussion
4.1 Antenna morphology

There was a significant difference in antenna length between male and female
insects, with female insect antennae being slightly shorter than male insect
antennae. This distinction was also reported by Yang et al. (2017) in Monema
flavescens Walker (Lepidoptera: Limacodidae). A marked dimorphism was observed
in the antennae of A. liberia, with male insects having bipectinate antennae with
several branches on each antennomere in the dorsal and ventral regions, whereas
the female insects have filiform antennae. This characteristic of antenna dimorphism

has been described for other species of the Saturniidae family, such as Periga acuta,
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Periga alticola, Periga campestre and Eacles imperialis magnifica (Mielke et al.,
2013, Mielke and Siewert, 2014, Zanuncio et al., 1993).

Studies have suggested that in some lepidopteran families, the bipectinate
antenna has a larger area specifically for sensilla, allowing more olfactory structures
when compared with the filiform antenna (Symonds et al.,, 2011). Thus, higher
olfactory sensitivity has been suggested for the detection of odoriferous molecules
(Symonds et al., 2011; Wang et al., 2018).

4.2 Description of sensilla on the antenna

The antennae of insects have a variety of sensilla morphologically different
from each other. In this work, trichodea, chaetica, basiconica, coeloconica,
squamiformia, styloconica sensilla and Boéhm's bristles were identified in adult
individuals of both sexes of A. liberia according to the structural typology. These
types of sensilla were similar to those reported in other Lepidoptera insect species,
such as Mythimna separata (Noctuidae) (Chang et al., 2015), Helicoverpa armigera
(Noctuidae) (Diongue et al., 2013), Sitotroga cerealella (Gelechiidae) (Maet et al.,
2017), and Tuta absoluta (Gelechiidae) (Bawin et al., 2017).

Sensilla are responsible for the reception of stimuli they have high sensitivity
and can be classified as thermoreceptors, mechanoreceptors, hygroreceptors and
chemoreceptors. The chemoreceptor function is important for detecting odors in the
environment, which can affect the behavior of insects (Bawin et al., 2017; Hansson
and Stensmyr, 2011; Schneider, 1964; Seada, 2015). In many Lepidoptera, mainly
moths, the olfactory chemoreceptors have an important function because males act

as recipients of the signals emitted by females (Ma et al., 2017; Wee et al., 2016).

The structures of the trichodea, basiconica, chaetica, auricilica and
coeloconica sensilla are considered chemoreceptors when they present a single-
porous or multiporous cuticular surface (Chang et al., 2015). These sensilla allow
odor molecules to penetrate the pores and disperse longitudinally into the cuticular
wall of the olfactory structures (Chang et al., 2015, Roh et al., 2016; Steinbrecht,
1997). The olfactory action of the sensilla is important to electrophysiological studies

for the selection of molecules that generate antennal responses. It has been
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suggested that olfactory receptors (ORS) in trichodea and basiconica sensilla provide
considerable molecular detection (Brito et al., 2016; Wee et al., 2016).

Generally, insect OBPs are divided into general odor-binding proteins
(GOBPs), antennal binding proteins (ABPs), and pheromone binding proteins
(PBPs), which are important for communication between individuals (Li et al. 2016;
Pelosi et al., 2006; Zhou et al., 2009).

There is a relationship between odor binding proteins (OBPs) and odoriferous
molecules, as these proteins are part of the semiochemical pathway for detection.
The odor molecule binds to specific OBPs for transportation to the olfactory receptor
(OR). Studies have shown that there is an involvement of OBPs in the transport and
recognition of odor molecules, indicating their presence in olfactory sensilla in insect
antennae, such as in Antheraea polyphemus (Forstner et al.,, 2009; Vogt and
Riddiford, 1981), Bombyx mori (Pelosi et al., 2018; Sakura et al., 2004), Heliothis
virescens (Wang et al.,, 2011), and Spodoptera littoralis (Montagné et al., 2012).
Ozaki et al. (1995) suggested that OBPs are also present in other parts of the body
of insects.

A liberia males have filamentous central branch antennae with lateral
branches, while the female antennae have only a filamentous central stem. Both
antennas have a cuticular surface replete, with sensilla being observed in seven
types classified as trichodea, chaetica, basiconica, coeloconica, squamiformia,

styloconica and Bohm's bristles.
4.2.1 Bohm's bristles and sensilla squamiformia

Bohm's bristles (Bh) are common in a diversity of insects. In the antennas of
A. liberia, these structures were observed grouped in the basal region (scape and
pedicel) and were similar to structures present in the lepidopteran species Tuta
absoluta, Sitotroga cerealella, Plutella xylostella (Plutellidae) (Bawin et al., 2017; Ma
et al., 2017; Yan et al., 2017). In both sexes of adult A. liberia individuals, BBI and
BBII sensilla were present on the scape and pedicel and has the same location as
species of Lepidoptera, including Mythimna separata (Lepidoptera: Noctuidae)
(Chang et al., 2015). Studies have indicated that Bohm's bristles have a

mechanoreceptor function, acting as a mediator of antennal motion and positioning,
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which occurs through the activity of the antenna muscles in response to the sensory
stimulus (Krishnan et al., 2012; Schneider, 1964; Sun et al., 2011).

The squamiformia sensilla were observed in male and female A. liberia. The
structural typology of these sensilla had a similarity with scales, with a flat, elongated
shape with a tapered apical tip, similar to those observed in other Lepidoptera, such
as Plodia interpunctella Hubner, 1813 (Pyralidae) (Ndomo-moualeu et al., 2014) and
Conogethes punctiferalis (Crambidae) (Li et al., 2018). The distribution of these
sensilla in A. liberia females was similar to that observed in P. interpunctella. In P.
interpunctella, these sensilla were observed the scape and pedicel and were present
in the antennomeres along the flagellum (Ndomo-moualeu et al., 2014). In some
Lepidoptera, a mechanoreception function has been suggested for these aporous,
squamiformia structures (Bawin et al., 2017).

4.2.2 Sensilla chaetica and styloconica

The chaetica sensilla observed in A. liberia were also reported in other
Lepidoptera, such as Helicoverpa armigera Monema flavescens (Lepidoptera:
Limacodidae) and Catocala remissa (Lepidoptera Noctuidae) (Diongue et al., 2013;
Yang et al., 2017; Zheng et al., 2014). In A. liberia, the chaetica sensilla were
distributed in the proximal, intermediate and apical regions of the antennae in both
sexes. Morphological characteristics included sensillum that were straight and
pointed with a broad base and longitudinal lines and were of different sizes.
Throughout the antennae of A. liberia, the distribution of the sensilla SChae | and
SChae 1l in male and female insects was observed. Studies have indicated a
mechanoreceptive function for these sensilla, and in cases with the presence of

pores, a chemoreceptive function has been postulated (Bawin et al., 2017).

The styloconica sensilla observed in male and female A. liberia presented
robust structures that were smooth with conical ends and had a single pin or two pins
in the same structure. It was observed that structures with two or more styles
connected to each other were distributed in the antennomeres along the flagellum on
the antennae. These conical-shaped sensilla have been observed in lepidopteran
antennae, such as in Mythimna separata (Lepidoptera: Noctuidae) and Helicoverpa
assulta (Lepidoptera: Noctuidae) (Chang et al., 2015; Koh et al., 1995). Unbranched
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dendrites within the sensilla function to detect a change in humidity, and the lamellar
dendrites detect the temperature variation in the environment; therefore, a
thermohygroreceptive function was assigned to styloconica sensilla with an aporous

cuticular wall (Bawin et al. 2017).
4.2.3 Sensilla trichodea

The trichodea sensilla observed in the antennae of both sexes of A. liberia are
quite common in insects, mainly of the order Lepidoptera, such as in Plodia
interpunctella (Hubner, 1813) (Lepidoptera: Pyralidae) and Tuta absoluta
(Lepidoptera: Gelechiidae) (Bawin et al., 2017; Ndomo-moualeu et al., 2014). We
observed dimorphism in relation to the subtypes of sensilla present in A. liberia. In
males, three subtypes were present in the proximal (antennae base), intermediate
(middle antennae) and apical (antennae tip) regions in the dorsal and ventral parts of
the antenna. In the female insects, only one subtype was scattered in the lateral and
center ventral and dorsal regions of the antennomeres. Structurally, the distribution of
the trichodea sensilla found in the male insects of A. liberia showed similarity to that
observed in Bombyx mori, which has bipectinate antennae and lateral branches that

are dense with this type of sensilla (Steinbrecht, 1970).

The structure of the trichodea sensilla found in A. liberia is long and slightly
curved at the apical tip, similar to that observed in another Lepidoptera (Gaaboud et
al., 2016; Steinbrecht, 1970; Zheng et al., 2014). Multiporous trichodea sensilla with
pores present along the cuticle suggest an olfactory function to detect odor

molecules and insect pheromone molecules (Hansson, 1995; Liu et al., 2018).

These sensilla have olfactory and gustatory functions (Altner and Prillinger,
1980). Studies have indicated a high sensitivity for these structures due to the
presence of ORs that detect odoriferous molecules (Kaissling et al., 1978; Mark et
al., 2017). These sensilla are common in moths and butterflies of the Lepidoptera
order and are utilized in behavioral studies due to their chemoreceptor function
(Forstner et al., 2009; Kaissling, 2009).

4.2 .4 Sensilla coeloconica
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Coeloconica sensilla were identified in the insect antennae of both sexes of A.
liberia. These sensilla are also present in the lepidopteran species Bombyx mori
(Lepidoptera: Bombycidae) and Spodoptera littoralis (Lepidoptera: Noctuidae)
(Hunger and Steinbrecht, 1998; Seada, 2015). Studies have suggested an olfactory
function for the porous coeloconica sensilla, indicating that the odor molecules
penetrate the longitudinal grooved cuticular surface in the structural segment of the
sensillum. These sensilla have also been attributed with the function of
thermoreception and the detection of plant volatiles when searching for a host plant
(Hunger and Steinbrecht, 1998; Steinbrecht, 1997).

4.2.5 Sensilla basiconica

The basiconica sensilla identified in A. liberia are also common in other insects
of the Lepidoptera order (Bawin et al., 2017; Liu et al., 2014; Seada, 2015). For these
structures, an olfactory function was attributed (Bawin et al., 2017; Zhang et al.,
2001). Basiconicas sensilla with pores allow the entry of odor molecules and are
fundamental in the recognition of odorous substances. Therefore, are useful in
electrophysiological and behavioral tests due to the presence these structures that
can detect volatile compounds (Bawin et al. 2017; Binyameen et al., 2012; Hallberg
et al., 1994; Liu et al., 2015).

Other functions attributed to basiconica sensilla are contact and taste
(Hallberg et al.,, 1994). The basiconica sensilla were distributed along the
antennomeres similarly in the antennae of both sexes of A. liberia, and their
morphology, with a curved structure, was similar to the basiconica sensilla present in

the lepidoptera species M. separata (Chang et al., 2015)
5. Conclusion

We presented here the presence of sexual dimorphism in the antennae of
males and females, which were classified as bipectinate and filiform, respectively.
Seven types of sensilla were observed, including sensilla trichodea, chaetica,
basiconica, coeloconica, squamiformia, styloconica and BOhm's bristles. We
analyzed the morphology, distribution and location of these olfactory sensory
structures along the antennal segments, including the scape, pedicel and flagellum,

of both sexes. Sensilla basiconica, sensilla chaetica and Bohm’s bristles were
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classified into two subtypes in both sexes. The sensilla trichodea were classified into
three subtypes, I, Il and IlI, in males, while in females, only subtype Ill was observed,
indicating dimorphism in the subtypes of trichodea sensilla between the sexes. This
knowledge allows a better understanding of the morphology of the antennae and
allows us to know which sensilla present in this lepidopteran species are important
for the selection of components that stimulate antennal response. This knowledge
will contribute to future electrophysiological and behavioral analyses involving the

chemical communication between the opposite sexes of A. liberia.
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Table 1. General characteristics of the antennae of male and female A. liberia (n = 10

antennae).

Antenna

Male

Female

Scape length (um)
Scape Width (um)

743,90 £ 97,70 a
591,31 £ 54,35 a
221,33+0,04 a

608,89 + 79,88 b
509,57 £ 49,74 b
198,53+ 37,85Db

Pedicel length (um)

Pedicel Width (um) 358,30 + 40,76 a 349,38 + 25,46 b

Flagellum length (mm) 9,89+1,63a 7,35+ 0,88 b
Total antenna length (mm) 10,97+ 1,75 a 8,29+0,92b
Number of antennomeres 30,90+ 1,45 a 28,10+ 3,18 b

Mean = SE values from ten antennas of both sexes. The averages followed by the same
letter in the row did not differ statistically by the Student t-test at 5% probability.
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Table 2. Length and basal width of different sensilla types on the antenna of A. liberia

males and females

Sensilla type Length (um) Basal width (um)
Male Female Male Female (?)
(3) (%) (3)
Bohm's bristles | 50,856 + 50,136 + 3,806 + 3,535+
8,402a 8,168a 0,908a 0,789a
Bohm'’s bristles Il 30,674 24,624 + 4,796 + 3,944 +
5,410a 6,010b 0,797a 0,697b
S. trichodea | 143,853+ Not 3.540+ Not
28,818 identified 0.44 identified
S. trichodea Il 99,778+ Not 4,252+ Not
18,771 identified 0.644 identified
S. trichodea Il 53,127 + 52,260 + 2,896 + 2,377 +
8,528a 7,440a 4,560a 0,542b
S. basiconica | 29,645 + 28,335 + 2,647 + 2,072 +
4,645a 4,481a 0,416a 0,394b
S. basiconica ll 16,382 + 18,049 + 2,103 + 1,806 +
3,366a 3,488a 0,753a 0,383a
S. chaetica | 99,715 + 121,522 8,041 + 9,340 +
13,128a +16,039b 1,141a 0,990b
S. chaetica ll 53,333 + 61,65 + 7,698 + 9,279 +
812a 1693b 1,396a 1,560b

S. coeloconica - - - i,
S. styloconica - - - -
S. squamiformia - - - -

Mean values * SE of the length and basal width of sensilla subtypes analyzed from 5
separate antennas of insects of both sexes. Measurements are obtained from 25 individual
sensillae per type. The difference between each subtype of sensila between the sexes was
analyzed by the means followed by the same letter in the line and did not differ statistically by
the Student t-test at 5% probability. Subtypes that have not been measured are represented
as "-". The means with absence of letter occurred because the present result is only in a
single sex and it is not possible to compare the data between the sexes.
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Fig. 1. Antennal dimorphism in an A. liberia female, filiform (A and B) and male,
bipectinate (C and D).

SEM HV: 5.0 kV : | VEGA3 TESCAN
View field: 9.50 mm :

SEM HV: 5.0 kV WD: 15.57 mm I

View field: 13.8 mm Det: SE 2mm




154

Fig. 2. Division of female antennal segments ¢ (A, C and E) and male antennal
segments 4 (B, D and F).
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Fig. 3. Sensilla squamiformia (A and C) and B6hm's bristles BB (B and D).
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Fig. 4. Sensilla chaetica (A and B), chaetica sensilla (cuticle with vertical line-like)

(C), sensilla trichodea (4A and 4B), trichodea sensilla (cuticle with transverse line-

like) (D).
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Fig. 5. Morphology of sensilla and cuticle with transverse line-like. Sensilla trichodea
(A, B and D), sensilla basiconica (A, B and C).
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Fig. 6. Sensilla coeloconica (A), sensilla styloconica with more than one connected

unit (B), sensillum style with a pin (C), sensillum style with more than one pin (D).
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651 JN827490.1 Automeris liberia voucher BC-TDMPEG0022 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene partial cds mitochondrial(2)
JNB27490.1 Automeris liberia voucher BC-TDMPEG0022 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene partial cds mitochondrial
100 | JN827488.1 Automeris liberia voucher BC-TDMPEG0045 cytochrome oxidase subunit 1 (COIl) gene partial cds mitochondrial
AMAZ377-12.COI-5P
AL2-18001
85/HQ568306.1 Lepidoptera sp. BOLD:AAB0408 voucher BIOUGCAN :BC-INCT0628 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene partial cds mitochondrial(2)

7

q9 ~ LNOUEG59-11|Automeris liberia| COI-5P|JN272731

LOSU001-06]Automeris liberia|COI-5P

JNB27502.1 Automeris liberia voucher BC-Dec1603 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene partial cds mitochondrial(2)
SDHBY90-08|Automeris liberia|COI-5P

68 1 STDB027-07|Automeris liberia| COI-5P

62

JF861241.1 Automeris amanda amandojunica voucher BC-EvS 1032 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene partial cds mitochondrial
HM383299.1 Automeris arianae voucher BC-RBP 3556 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene partial cds mitochondrial

JX215982.1 Automeris castrensis voucher BC-CGCM 002 cytochrome oxidase subunit 1 (COIl) gene partial cds mitochondrial(2)
41EIU|JX215982.1 Automeris castrensis voucher BC-CGCM 002 cytochrome oxidase subunit 1 (COl) gene partial cds mitochondrial

JX442648 1 Diatraea saccharalis voucher Ds154 TSMT So cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene partial cds mitochondrial

——
002

Figure S2. Phylogenetic tree constructed with the sequences of Automeris liberia and other moths of the family

Saturniidae.
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CAPITULO IV

Morfologia, histologia do ovipositor e resposta eletrofisiolégica de machos ao
extrato da glandula sexual da fémea de Automeris liberia (Cramer, 1780)
(Lepidoptera: Saturniidae)

Resumo:Automeris liberia (Cramer, 1779) € uma praga para culturas de relevancia
socioeconémica como, por exemplo, a palma de 6leo e o coqueiro. Seu principal
dano consiste na desfolha causada pela lagarta prejudicando o desenvolvimento da
planta. O intuito de reduzir o uso de inseticidas em razdo da preservacao ambiental
e saude da populacdo torna alvo de estudos alternativas de controle para pragas.
Os semioquimicos sdo uma alternativa de controle viavel e o uso de feromdnio para
controle de pragas agricolas jA& € uma realidade que auxilia o produtor a manter a
qualidade do produtor e a produtividade sem afetar o meio ambiente. O objetivo do
presente trabalho foi realizar a anélise da morfologia e histologia da glandula sexual
com identificacdo de semioquimicos produzidos pela fémea de Automeris liberia. Foi
realizada a excisdo dos segmentos abdominais (8° e 10°) de fémeas virgens de 24 a
48 horas idade, com realizacdo de analise por microscopia eletrbnica de varredura
do ultimo segmento (10°). Alguns exemplares de glandulas foram usados para
realizacdo de cortes histolégicos para verificacdo de epitélio glandular. Extrato de
fémea (glandula sexual) foi obtido por extracdo com solvente HPLC e usado para
identificacdo da molécula ativa com elucidacdo da estrutura quimica por CG-EAG,
CG-FID e CG-MS. A glandula sexual nas fémeas, denominada de membrana
intersegmental, fica localizada entre o 8°e 10° segmento final do abdémen das
fémeas, essa regido fica inflada no horério de atividade sexual do inseto durante a
escotofase. Foi observado no décimo segmento denominado de vulva esclerética a
presenca de sensilas caéticas e microtrichia. A partir da analise histologica foi
verificado a presenca de células glandulares sugeridas como responsaveis pela
producdo de moléculas de odores. Em bioensaios eletrofisiolégicos com a antena de
macho mostraram que o0 extrato da glandula sexual da fémea provoca
despolarizacdo da antena com um pico sugerido como componente EAD-ativo onde
o candidato sugerido é um hidrocarboneto ramificado. Diante dos resultados obtidos
verifica-se que é necessario explorar mais a composicado quimica da glandula sexual
e sua funcdo na comunicac¢éo intraespecifica dessa espécie, com o intuito de obter
uma alternativa para o controle comportamental desta praga no campo.

Palavras-chave: Semioquimicos, Mariposa, Inseto-praga, Glandula sexual.
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1. Introducéo

A familia Saturniidae possui inUmeras espécies de lepidopteros geralmente
noturnos e muitos sao pragas de culturas agricolas. Essa familia abrange nove
subfamilias dentre elas a Hemileucinae com cerca de 5 géneros e 630 espécies
(MILLAR et al. 2010; YAN et al. 2015; SPECCHT et al. 2006; SPECHT et al., 2007;
SPECHT et al., 2009). A subfamilia Hemileucinae compreende diversas mariposas
do género Automeris que ocorrem no Brasil, Canada e Argentina (SPECCHT et al.,
2006; SPECHT et al.,, 2007;SCHOWALTER E RING, 2017). No Brasil o género
Automeris esta presente no norte, nordeste e sudeste (TINOCO, 2016).

A Automeris liberia (Cramer, 1780) pertence a familia Saturniidae subfamilia
Hemileucinae. Os adultos possuem coloracao laranja predominante e a lagarta tem
cor verde com listras laterais e corpo repleto de cerdas. Na fase de lagarta €
considerada uma desfolhadora que afeta Arecaceae principalmente na regido norte
do Brasil. O dano consiste na reducao da area foliar das plantas (OLIVERIA et al.,
2018).

Para algumas espécies de Saturniidae tem se a descricdo de moléculas
usadas por mariposas na comunicacdo intraespecifica com atividade na atracéo
sexual (MILLAR et al., 2010; BESTMANN et al.,1987;MCELFRESH e MILLAR, 1999;
ZARBIN et al.,, 2007). Muitos destes compostos séo identificados em uma regiao
especifica denominada de glandula sexual presente em diversas mariposas. Os
estudos sugerem que a presenca da célula epidermial na glandula sexual esta
envolvida na producéo destes compostos em fémea (MA e RAMASWAMY, 2003).

Os semioquimicos, principalmente feromoénios sexuais sdo usados em
estratégias de controle e monitoramento de pragas em ambientes agricolas. Muitas
moléculas identificadas ja foram introduzidas com sucesso para 0 controle
comportamental para coleta massal, confundimento sexual e monitoramento
(WITZGALL et al., 2010; PINTO-ZEVALLOS et al., 2013; GOULART et al., 2015).

Em comparagdo com outras espécies de lepidépteros da familia Saturniidae,
pouco se sabe sobre semioquimicos usados para controle comportamental de
espécies do género Automeris. Tais informacdes sdo escassas principalmente para

a espécie A. liberia.


https://link.springer.com/article/10.1007/s10886-018-0954-0#CR25
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O objetivo do presente estudo foi examinar a presenca de células epidermais
na glandula sexual das fémeas e identificar moléculas eletrofisiologicamente ativas

no extrato da glandula que estimulam respostas olfativas em machos.

2. Materiais e métodos

2.1 Insetos

As lagartas foram obtidas em plantios de palma de 6leo do Grupo Agropalma
S/A em Tailandia-PA, Brasil (Figura 1A). O material foi direcionado ao Laboratério de
Pesquisa em Recursos Naturais na Universidade Federal de Alagoas — UFAL,
Maceié — AL, Brasil. As lagartas foram alimentadas com foliolos de coqueiro até a
fase de pré-pupa e pupa (Figura 1B-C).

Figura 1. Coleta de lagarta de A. liberia no campo (A,B); lagarta (C) e adulto (D)

mantido em sala de criacao.

i /B

Fotos: Kelly B. da Silva, 2016.

A sexagem foi realizada na fase de pupa e confirmada na fase adulta. Os
insetos adultos de ambos os sexos foram mantidos separadamente em gaiolas
numa sala de criacdo a 25 £ 2 ° C, com fotoperiodo de 12:12 horas
(Fotofase:Escotofase) (Figura 1D). Foram utilizados insetos adultos de 24 a 48 horas
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de idade para os procedimentos experimentais como histologia e preparacdo dos

extratos

2.2 Obtencéo de glandula sexualpara preparo de extrato e morfologia

O extrato da glandula sexual foi obtido a partir de 10 exemplares de fémeas
adultas virgens com 24-48 horas de idade, no horario do comportamento reprodutivo
deste lepidoptero, durante a escotofase (definido mediante estudos preliminares). As
glandulas foram excisadas com tesoura cirdrgica a partir dos segmentos abdominais
8-10. Em seguida, foram rapidamente imersas em 500uL de hexano grau HPLC
(VETEC) durante 20 minutos. Os extratos obtidas em 3 repeticbes (10 glandulas
cada) contendo uma concentracao final de 50 uL de hexano/glandula (Em cada
repeticdo) (Figura 2). Exemplares do 6rgdo foram utilizados para obtencdo de

imagens em microscopio digital (Labomed Luxe 04D Digital Stereozoom Model).

Figura 2. Excisdo dos segmentos finais a glandula sexual da fémea de A.liberia

B ’ y 1

(A); extracao por solvente (B).

Fotos: Autor.

2.3 ldentificacdo quimica
2.3.1 Detector de ionizacdo em chamas-DIC e espectrometria de massas EM

O extrato da glandula sexual da fémea de A. liberia foi analisado em
cromatografo a gas (Shimadzu, GC-2010) com detector de ionizacédo de chama (CG-
DIC), equipado com coluna RTX-5 (30 m comprimento, 0,25 mm i.d., 0,25 mm de
espessura) com hidrogénio como fase mével. O equipamento foi programado com a
temperatura inicial do forno a 140°C por 1 minuto com rampa de 10°C /min até
300°C e mantida por 12 minutos. Foi injetado 1uL do extrato no modo sem divisao
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de fluxo (Splitless). A identificagdo dos componentes foi realizada através do calculo
do indice de Kovats (KI). Os Kls foram determinados através da injecdo de uma
série homologa de n-alcanos, C7-C40 (Sigma Chemical,Co., St. Louis, MO) na
mesma programacdo das amostras conforme descrito acima, com consulta
subsequente nas bases de dados nos sites do Pherobase, NIST e ChemSpider.

O extrato foi analisado em cromatografo gasoso acoplado ao espectro de
massas modelo Shimadzu (CG/QP2010 Plus), com injetor Split/splitless usando o
hélio como gas de arraste. A ionizac&o ocorreu por impacto de elétrons a 70 eV. Foi
injetado 1 puL do extrato no modo sem divisdo de fluxo (splitless). O aparelho
equipado com coluna capilar DB1 (100% Dimetilpolisiloxano) com (30 m, d. 0,25
mm) foi programado com temperatura inicial do forno de 120° C durante 2 min,
aumentada 300° C a 5 ° C/min-1 e mantida durante 6 minutos.

O espectro de massas foi analisado de forma individual e por analise frente
aos espectros sugeridos pela biblioteca computacional do equipamento como
Instituto Nacional de Padrbes e Tecnologia, 2008 (NISTO8 e NIST08s) e da
biblioteca Wiley 229. Foi determinado o indice de kovats (KI) através de uma série
homologa de n-alcanos C7- C40 (Sigma Chemical,Co., St. Louis, MO) obtidas nas
mesmas condicdes da amostra e comparados com Kl presentes em bancos de
dados publicados nos sites Pherobase e NIST Chemistry Web Book.

2.4 Bioensaio
2.4.1 Identificacdo de compostos ativos por CG/EAG

Os insetos adultos machos de A. liberia foram anestesiados em baixa
temperatura (-18° C) por um periodo de um minuto e com uso de pinca
entomoldgica. Foi realizada a remoc¢do da antena do inseto a partir do escapo de
forma cuidadosa, em seguida, a antena foi colocada no eletrodo de prata do EAG, a
partir da extremidade final (ponta da antena) e inicial (base escapo), e sobre as
extremidades foi colocado gel condutor (Sigma Gel; Parker Laboratories, Inc.,
Fairfield, NJ).

As antenas foram submetidas aos seguintes tratamentos: pulsos de ar
contendo extrato e como controle pulso de ar com hexano e também somente com
ar. Para a analise foi adicionado 10 uL da amostra sobre a superficie de um papel de
filtro (2,1 cm x 1,1 cm), e este foi inserido na extremidade superior da pipeta de

pasteur de vidro. Em seguida, a pipeta foi inserida ao sistema gerador de pulsos
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mantida a 0,2s (Stimulus,Controller, Type CS-55, Syntech) e conectada a uma
entrada do sistema de saida de ar com amostra. Foram realizados para cada
tratamento 3 repeticdes. Foi utilizada um total de 9 antenas de machos virgens de 24
a 48 horas de idade . Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e
as médias foram comparadas por intermédio do teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Todas as analises foram realizadas utilizando-se o programa Genes
(CRUZ, 2013).

Foi utilizado para analise no GC-EAG um cromatografo a gas com detector de
ionizacdo em chama CG-DIC (Shimadzu GC2010) equipado com coluna capilar
RTX®-5 (30m X 0,25mm X 0,25um de espessura de filme; Restek), modo de injegcédo
Splitless com hidrogénio como gas de araste e acoplado ao detector
eletroantenografico EAG. A programacédo do equipamento (CG) seguiu as seguintes
condi¢cbes de analise do CGDIC. A amostra injetada passou pela coluna e o fluxo de
saida foi dividido na proporcdo de 1: 1. Os insetos adultos (fémea 24-48 horas de
idade) foram anestesiados em condi¢cdes de baixa temperatura (-18° C) por um
minuto, e em seguida, a antena foi retirada desde a base e fixada entre nas duas
bases do eletrodo. A regido distal da antena foi colocada no eletrodo da interface de
aquisicao de sinal conectado ao EAG. Um gel condutor de eletricidade (Sigma Gel;
Parker Laboratories, Inc., Fairfield, NJ) foi usado para cobrir as duas extremidades
da antena sobre o eletrodo. As respostas do GC-DIC e EAG foram simultaneamente
gravadas fazendo uso do Software AutoSpike (Syntech, Holanda) com o Syntech
GC-EAD32 (verséo 4.6, 2008).

2.5 Preparacao do ovipositor para microscopia eletrénica de varredura

Foi realizada a dissecacdo do 10° segmento abdominal de fémeas virgens
com 24 horas de idade usando tesoura cirirgica esterilizada. Em seguida o material
foi imerso em solucéo fixadora de gluteraldeido a 2,5% em tampéao fosfato de sodio
a 0,1M e mantido por 10 minutos. Depois a amostra foi submetida a desidratacdo em
série graduada de etanol (70%, 80% e 100%, por 5 minutos em cada concentragao).

Para microscopia eletronica de varredura a amostra foi montada sobre uma
fita de carbono fixada no stub suporte de metal e revestida de ouro (Q150R ES,
Quorum). As imagens foram obtidas por microscopia eletrénico de varredura (Marca
Tescan, modelo VEGA3 LMU) operando a 20kv (Figura 3). No Laboratorio de

Andlise Instrumental do Instituto Federal de Alagoas — IFAL, Maceié-AL, Brasil.
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Figura 3. Equipamento de microscopia eletrénica de varredura — MEV.

Foto: Autor.

2.6 Preparacao de tecidos para histologia

Para o preparo das laminas para avaliar a histologia foi usado o aparelho
reprodutor de fémeas virgens de A. liberia com 24 horas de idade. No horéario de
atividade sexual do inseto (escotofase) através de uma leve pressdo sobre o
abdémen e com auxilio de uma tesoura cirurgica foi excisado o aparelho reprodutor
a partir do 8° segmento abdominal. Em seguida, foi colocado o material excisado na
solucéo fixadora de Bouin (acido picrico 75%, formaldeido 25%, acido glacial acético
5%) e mantido por 24 horas.

Apobs a fixacdo em solucdo de Bouin as amostras foram desidratadas por um
tratamento em diferentes concentracdes de etanol (70%, 80% e 90%), clarificado por
xilol e incluido em parafina. Em seguida, o material parafinado foi levado ao
microtomo (Slee, RM2125) para a realizagcdo de cortes de 5 um, os cortes foram
feitos horizontalmente ao 6rgdo. Em seguida, os cortes foram desparafinados com
xilol, reidratados por concentracbes decrescentes de etanol e submetidos a
coloracdo para avaliacdo estrutural (Hematoxilina - Eosina - HE). A andlise foi
realizada por microscopia de luz convencional através de uma camera digital
(Olympus, DP25) adaptada ao microscépio (Olympus, BX41).

A combinagdo mais comum de corantes usada em histologia é Hematoxilina

eosina (HE), pois distingue os diversos componentes estruturais celulares da matriz
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extracelular. A hematoxilina possui caracteristica quimica alcalina, ou seja, tem
atracdo por acidos que compdem os tecidos, tais como as proteinas, o reticulo
endoplasmatico rugoso e os acidos nucleicos, conferindo a essas estruturas a cor
azul-purpura. Ja a eosina, por ser um corante com caracteristica acida (basdfila),
apresenta afinidade predominante pelo citoplasma, corando-o de réseo a vermelho
(JUNQUEIRA E CARNEIRO, 2008).

3. Resultados
3.1 Morfologia dos segmentos abdominais finais da fémea de A. liberia

Em fémeas foram observados de 1/7 segmentos abdominais visiveis,
enguanto os ultimos segmentos 8, 9 e 10 ficam menos expostos. Foi observado que
a glandula fica localizada entre os ultimos segmentos abdominais do inseto e sua
exposi¢do ocorre geralmente no horério de atividade sexual (noturno). Estes trés
ultimos segmentos formam o aparelho reprodutor da fémea e sao respectivamente
classificados como cuticula esclerotizada, membrana intersegmental (glandula) e

valvulas escleroticas do ovipositor (papila anal) (Figura 4).

Figura 4. Exposicdo da glandula sexual da fémea de A. liberia (A), parte
terminal do abdémen com ovipositor e glandula (regiéo dorsal) (B).

Foto: Kelly B. da Silva, 2017.

Os trés ultimos segmentos ficam retraidos no segmento anterior (7°)
permanecendo oculto e quando estendido ficam totalmente expostos os segmentos
8°, 9°/10° permitindo a observacéo da glandula sexual. A regido da glandula sexual
denominada de membrana intersegmental € localizada no 9° segmento, esta fica

retraido entre o oitavo segmento e o ultimo (décimo).
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Na A. liberia a membrana intersegmental esta interligado ao décimo segmento
geralmente fundido. Neste ultimo segmento estdo presentes varias cerdas com

estruturas alongadas na papila anal (vulva esclerotizada/ovipositor) (Figura 5).

Figura 5. Estruturas do ovipositor por microscopia eletrénica de varredura.
Ovipositor (A-D); sensila caética SC (C-D); soquete S (D) e microtricas curtas M
(C-D).

SEM HV: 20.0 kV WOD: 14.74 mm
View field: 3.27 mm Det: SE

SEM HV: 20.0 kV WOD: 13.99 mm
View field: 1.13 mm Det: SE

WD: 14.18 mm

Det: SE 100 pm

O décimo segmento (ovipositor) possui uma série de estruturas filamentosas,
sendo observada a presenca de sensila caética SC com a presenca de soquete S
eminente na base dessa estrutura (Figura 5), essas sensilas estéo distribuidas nas
regides ventral e dorsal do ovipositor. A presenca de microtrichia M foi observada
intercalada entre as sensilas caéticas na mesma regido, a estrutura da microtrichia é

similar a espinhos, alguns mais robustos outras com a ponta apical mais (Figura 5).



170

A partir dos cortes histologicos dos segmentos 8° ao 9° foram obtidas
imagens que sugerem a presenca de células glandulares. Essas sao células
epidermais hipertrofiadas. Apos o revestimento da parede cuticular foi sugerido logo
abaixo, uma camada de células glandulares na regido da membrana intersegmental

conforme exposto na figura 6.

Figura 6. Cortes histologicos da regido glandular (glandula sexual). Células
glandulares (Cg) e Quitina (Qt) (A).
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Foram observadas nas imagens histolégicas a presenca de uma camada de
células proeminentes com forma alinhada similar a um corddo de contas. E sugerida
que estas células glandulares (Cg) que se conectam entre si, sdo estruturas
modificadas que possuem uma funcéo secretora estando envolvidas na presenca de
compostos volateis na glandula sexual.

3.2 Perfis dos cromatogramas das amostras de A. liberia

Os perfis cromatograficos dos extratos de ambas as partes do corpo do inseto
(asa anterior J; asa posterior J; aparelho reprodutor masculino & e ovipositor?Q)

foram verificados por cromatografia gasosa. Foi observado o perfil dos picos
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presentes nas amostras e através da sobreposi¢do dos cromatogramas dos extratos

por

sexo foi observado que o extrato da glandula da fémea apresenta uma possivel

regido de componentes indicados somente neste extrato da fémea entre 11.00 e
19.00 minutos (Figura 7).

Figura 7. Cromatograma CGMS-DB1 com perfil de componentes em fémea de
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Figura 8. Cromatograma CGMS-DB1 com perfil de componentes em macho de
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Ao verificar os perfils cromatograficos dos extratos do macho nao foi possivel
notar a presenca da regido de picos indicados na fémea principalmente daqueles

indicados no extrato da glandula sexual (Figura 7 e 8).

3.3 Anélise de extrato da glandula de fémeas

O resultado do bioensaio eletrofisioldgico das antenas de machos virgens
com 24-48 horas de idade (n=9) frente ao extrato da glandula de fémea virgem de 48
horas de idade, demonstrou que houve a despolarizacdo da antena dos machos
sugerindo resposta aos volateis presentes no extrato da glandula da fémea. Logo, o
extrato da glandula da fémea foi capaz de elicitar resposta olfativa superior em
antena de macho quando comparado aos demais tratamentos como branco e o
hexano (P<0,05) (Figura 9).

Figura 9. Intensidade da despolarizacdo da antena de macho frente volateis do
extrato da glandula da fémea, branco e o hexano (médiazerro).

Extrato da glandula sexual — i ¢C

Hexano —— b

Antena &

Branco H a

0 0,0001 0,0002 0,0003 0,0004
Resposta EAG (-mV)

Médias seguidas da mesma letra nao diferem estatisticamente a 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.

Foi verificado a principio que extrato da fémea demostrou ser ativo para os
machos de A. liberia. Logo, em analises no CGEAG foi identificado previamente um
pico no extrato da fémea que provocou a resposta (despolarizacdo) na antena de
machos virgens. O pico foi classificado como EAG-ativo com indice de kovats de

1942 conforme exposto na Figura 10.
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Figura 10. Cromatograma do CGEAG do extrato da glandula sexual da fémea

(linha azul) com despolarizacéo da antena de macho (linha vermelha).
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Através do perfil cromatografico CGDIC em coluna RTX-5 nas mesmas
condicbes do CGEAG, foi observado que o0 pico sugerido como
eletrofisiologicamente ativo encontra-se presente entre o tempo de retencéo de 8.0 a
9.50 minutos (Figura 11).

Figura 11. Cromatograma de ionizacdo em chama da glandula de A. liberia.

Pico do EAG-ativo indicado de vermelho e index de kovats.

Kl:1945

7.5 10.0 12.5 15.0
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O candidato previamente sugerido por estimular resposta olfativa em antena
de macho é um hidrocarboneto ramificado cuja molécula sintética ainda esta na fase
de sintese para confirmacdo da perante a atividade eletrofisiolégica. Entretanto,
mais picos devem ser avaliados para verificagcdo de outros componentes ativos,
mediante a realizacdo de mais repeticdes no teste eletrofisiologico da antena de
macho com o extrato da glandula dafémea, a fim de verificar se a composicao

quimica presente no extrato pode ter somente um ou mais componentes ativos.

4. Discussoes

Geralmente muitas mariposas expdem a glandula naturalmente durante
horério de atividade sexual havendo assim a atracdo de machos. Desta forma, a
glandula sexual passa a ter uma relacdo com a presenca de compostos volateis de
atracdo sexual (ROTHSCHILD, 1981; VOGEL et al., 2010; MA E ROELOFS, 2002;
RAINA et al., 2000; LI et al., 2015).

Em A. liberia a glandula sexual foi verificada entre o 8° e 0 10° segmento
abdominal, ou seja, nos segmentos finais. Logo, em muitas espécies de mariposas
este 6rgao estéa localizado entre os segmentos terminais do abdémen das fémeas, a
exata localizacdo da membrana intersegmental com regido glandular pode
apresentar distincdo entre as espécies de mariposa fémeas (PERCY-
CUNNINGHAM E MACDONALD, 1987). A presenca da regido protuberante
glandular pode ser indicada na parte ventral ou dorsal desse érgdo sexual conforme
verificado em lepidopteros como Ostrinia nubilalis (MA E ROELOFS, 2002) e
Yponomeuta latreille (POVEL,1994).

A glandula sexual da A. liberia aparenta uma regido inflada esse caracteristica
foi verificada em outros lepidépteros como, por exemplo, a espécie Ostrinia nubilalis
(Lepidoptera, Pyralidae) (MA E ROELOFS, 2002), Helicoverpa zea (Lepidoptera:
Noctuidae) (RAINA et al.,, 2000), Cameraria ohridella (RASPOTNIG et al., 2003),
Spodoptera littoralis (Lepidoptera: Noctuidae) (SEADA et al., 2016).

O ovipositor de A. liberia apresenta varias estruturas longas na papila anal
(vulva esclerotizada). As estruturas consistem em sensila caética e microtrichia
dispersa na regiao ventral e dorsal. Outros lepidopteros possuem a presenca dessas
estruturas no  ovipositor como, por exemplo, Sitotroga cerealella

(Lepidoptera:Gelechiidae) (MA et al., 2017), Spodoptera littoralis (Lepidoptera:
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Noctuidae) (SEADA et al., 2016),0Ostrinia nubilalis(Lepidoptera, Pyralidae) (MA e
ROELOFS, 2002). As estruturas sensilares no ovipositor geralmente possuem as
funcbes mecanossensoriais e quimiossensoriais. Para as sensilas caéticas
identificadas em Heliothis virescens foi sugerida a funcdo quimiorreceptora
(WIDMAYER et al., 2009) em Bombyx mori sugeriu-se para essas sensilas a
funcdo mecanorreceptora (YAMAOKA et al., 1971). As Microtrichia sao estruturas
comuns em outros lepidépteros como, por exemplo, Holcocerus hippophaecolus
(WANG et al., 2015), Lobesia botrana (MAHER E THIERY, 2004).

A histologia da glandula sexual da A. liberia sugere a presenca de células
glandulares localizadas na membrana intersegmental. Essas células glandulares
modificadas foram identificadas em estudos para verificacdo de sua presenca na
glandula sexual de outras espécies de mariposas como, por exemplo, Sitotroga
cerealella (Lepidoptera: Gelechiidae) (MA et al. 2017),Ostrinia nubilalis (Lepidoptera,
Pyralidae) (MA E ROELOFS, 2002), Helicoverpa zea (Lepidoptera: Noctuidae)
(RAINA et al., 2000), Heliothis peltigera (ALTSTEIN et al., 2003). Estudos com a
glandula sexual de outros lepidopteros sugerem que a glandula é compreendida por
camadas de células epidérmicas presentes na membrana intersegmental local
geralmente sugerido em muitas mariposas fémeas como responsavel pela producao
de ferombnio que atua na atracdo de machos coespecificos (NOIROT E
QUENNEDEY, 1974; MA E RAMASWAMY, 2003; PERCY, 1974).

A ordem lepidoptera compreende uma diversidade de mariposas que fazem
uso de substancias quimicas principalmente para comunica¢do sexual ho encontro e
localizacdo de parceiro (a) para a copula (ANDO E YAMAKAWA, 2011). Muitas
espécies de mariposas tiveram a identificacdo de compostos na glandula sexual,
sendo estes compostos atrativos para machos, a fémea atua como emissor e o
macho receptor do sinal quimico (YAN et al., 2015; MILLAR et al., 2010; ALLISON E
CARDE, 2016).

Em testes eletrofisiolégicos muitos lepidopteros (mariposas) apresentam uma
composicdo de moléculas volateis capazes de elicitar resposta na antena do sexo
oposto e muitas dessas substancias sao produzidas na glandula sexual de fémeas
(HE et al., 2017; MA et al., 2017; ZARBIN et al., 2007; LI et al., 2014).

Feromonio de atracdo sexual foram identificados para diversas mariposas e

sdo usados com sucesso no controle comportamental seja para monitoramento da
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densidade de insetos no campo ou para controle por coleta massal e/ou
confundimento sexual. Empresas de &ambito nacionais e internacionais
comercializam esses produtos (feromonio) para atender aos produtores no controle
de pragas especificas (GOULART et al., 2015).

Os bioensaios com o extrato da glandula sexual de A. liberia provoca resposta
olfativa em antena de macho. Neste estudo € sugerido que o extrato da glandula
sexual da fémea de A. liberia consegue estimular resposta olfativa em machos
virgens. Em muitas mariposas fémeas esse orgao (glandula sexual) compreende a
producéo e dispersao de compostos que sdo reconhecidos por machos (MA et al.,
2017).

Houve um pico que foi sugerido como eletrofisiologicamente ativo conforme
as repeticdes de resposta olfativa, entretanto, a sintese da molécula é necesséria
para comprovacao e para determinacdo se ambos os isdmeros séo ativos, assim
como a realizacdo de mais bioensaios para verificacdo da resposta olfativa frente o
material sintético e a verificacao de testes eletrofisioldgicos com extrato em busca de
verificar se ha mais de um composto ativo, pois a limitacdo dos bioensaios se deteve
ao pequeno numero de insetos para essa finalidade.

5. Concluséo

Os resultados desta pesquisa apresentam impactos cientificos com
informacdes relevantes para um possivel controle comportamental deste inseto em
ambiente agricola. ldentificou-se a regido da glandula sexual atribuida da regido
glandular sugerindo a presenca de células glandulares. A indicacdo dessa regido
produtora contribui com a verificacdo de 6rgao produtores de moléculas odoriferas.
Esses dados sédo fundamentais por permitir compreender que a fémea tem o papel
de emissor do sinal quimico. O componente eletrofisiologicamente ativo encontra-se
em analise estrutural e sintese da molécula. E necessario comprovar a estrutura da
molécula por sintese e analisar a acdo deste componente para definir sua funcéo no

comportamento do inseto.



177

6. Referéncias

ALLISON, JD.; CARDE, RT.Pheromone communication in moths: evolution,
behavior, and application. Univ of California Press, 2016.

ALTSTEIN, M et al. Histochemical localization of the PBAN receptor in the
pheromone gland of Heliothis peltigera. Peptides, v. 24, n. 9, p. 1335-1347, 2003.
ANDO T, YAMAKAWA R. Analyses of lepidopteran sex pheromones by mass
spectrometry. TrAC Trends in Analytical Chemistry, v. 30, n. 7, p. 990-1002. 2011.
BESTMANN, H-J et al. Identification of three sex pheromone components of the
female Saturniid moth Antheraea pernyi (Lepidoptera: Saturniidae). Zeitschrift fur
Naturforschung C, v. 42, n. 5, p. 631-636, 1987.

CRUZ, C. D. Programa Genes: Aplicativo computacional em genética e estatistica,
2007. 2013.

GOULART, HF., LIMA, MRF., MORAIS, RK., Bernardo, VB. Feromoénios: uma
alternativa verde para o0 manejo integrado de pragas. Revista Virtual de
Quimica, 7(4), 1205-1224. 2015.

HE, P., ZHANG, Y. F., HONG, D. Y., WANG, J., WANG, X. L., ZUO, L. H., ... & HE,
M.. A reference gene set for sex pheromone biosynthesis and degradation genes
from the diamondback moth, Plutella xylostella, based on genome and transcriptome
digital gene expression analyses. BMC genomics, v. 18, n. 1, p. 219, 2017.
JUNQUEIRA, L. C., CARNEIRO, J.. Histologia Basica. 11 ed.Rio de Janeiro:
Guanabara Koogan, 2008. 524 p

KRKOSOVA, Z.; KUBINEC, R.; ADDOVA, G.; JURDAKOVA, H.; BLASKO, J,;
OSTROVSKY, |I.; SOJAK, L., Gas chromatographic - mass spectrometric
characterization of monomethylalkanes from fuel diesel, Petroleum Coal, 49, 3, 51-
62. 2007.

LI ZQ, ZHANG S, LUO JY, WANG CY, LV LM, DONG SL, & CUI JJ.Transcriptome
comparison of the sex pheromone glands from two sibling Helicoverpa species with
opposite sex pheromone components. Scientific reports, 5, 9324. 2015. DOI:
10.1038/srep09324

MA M, CHANG MM, LU Y, LEI CL, & YANG FL. Ultrastructure of sensilla of antennae
and ovipositor of Sitotroga cerealella (Lepidoptera: Gelechiidae), and location of
female sex pheromone gland. Scientific reports, 7, 40637. 2017.
doi:10.1038/srep40637



178

MA, P.W.K; RAMASWAMY, S.B. Biology and ultrastructure of sex pheromone-
producing tissue. In: Insect pheromone biochemistry and molecular biology. p. 19-51.
2003.

MA, P.W.K.; ROELOFS,W.L. Sex Pheromone Gland of the Female European Corn
Borer Moth, Ostrinia nubilalis (Lepidoptera, Pyralidae): Ultrastructural and
Biochemical Evidences. Zoological Science, 19(5):501-511. 2002.
//doi.org/10.2108/zsj.19.501

MAHER, N. & THIERY, D. Distribution of chemo- and mechanoreceptors on the tarsi
and ovipositor of female European grapevine moth, .Entomol.Exp. Appl. 110, 135-
143 (2004).

MCELFRESH, JS; MILLAR, JG.Sex attractant pheromone of saturniid moth
Coloradia velda.Journal of chemical ecology, v. 25, n. 5, p. 1067-1078, 1999.
MILLAR JG, MCELFRESH JS, ROMERO C, VILA M, MARI-MENA N, & LOPEZ-
VAAMONDE C. Identification of the sex pheromone of a protected species, the
Spanish moon moth Graellsia isabellae. Journal of chemical ecology, 36(9), 923-
932.2010. DOI 10.1007/s10886-010-9831-1

NOIROT, C; QUENNEDEY, A. Fine structure of insect epidermal glands. Annual
review of entomology, v. 19, n. 1, p. 61-80, 1974.

OLIVEIRA, TA de et al. Validation of the sampling methodology for Opsiphanes
invirae caterpillars on oil palm plantations in the Brazilian Amazon. Ciéncia Rural, v.
48, n. 7, 2018.

PERCY-CUNNINGHAM, J. E. & MACDONALD, J. A. Biology and ultrastructure of
sex pheromone-producing glands In Pheromone biochemistry. (eds Blomquist, G. J.
& Prestwich, G. D.) 27-75 (Academic, 1987).

Percy, J. E. Ultrastructure of sex-pheromone gland cells and cuticle before and
during release of pheromone in female eastern spruce budworm, Choristoneura
fumiferana (Clem.) (Lepidoptera: Tortricidae). Can. J. Zool. 52, 695-705 (1974).
PINTO-ZEVALLOS DM, ZARBIN PHG. A quimica na agricultura: perspectivas para o
desenvolvimento de tecnologias sustentaveis. Quimica Nova, v. 36, n. 10, p. 1509-
1513. 2013.

POVEL, G. D. E. Morphology of the female sex pheromone gland of Yponomeuta
latreille (Lepidoptera: Yponomeutidae). Neth. J. Zool. 44, 77—-84 (1994).



179

RAINA, A. K., WERGIN, W. P., MURPHY, C. A. & ERBE, E. F. Structural
organization of the sex pheromone gland in Helicoverpa zea in relation to pheromone
production and release. Arthropod Struct.Dev. 29, 343—-353 (2000).

RASPOTNIG, G., SCHICHO, R., STABENTHEINER, E., MAGNES, C. & STELZL, M.
Morphology of female sex pheromone gland in the horse chestnut leaf miner
Cameraria ohridella (Lep., Gracillariidae). J. Appl. Entomol. 127, 121-126 (2003).
ROTHSCHILD, G. H. L. Mating disruption of lepidopterous pests: current status and
future prospects In Management of Insect Pests with Semiochemicals (ed. Mitchell,
E. R.) 207-228,1981.

SCHOWALTER TD, RING DR. Biology and Management of the Buck Moth,
Hemileuca maia (Lepidoptera: Saturniidae). Journal of Integrated Pest Management,
v.8,n.1, p.4.,2017. https://doi.org/10.1093/jipm/pmw017

SEADA, MA.; IGNELL, Ri; ANDERSON, P. Morphology and distribution of ovipositor

sensilla of female cotton leaf worm Spodoptera littoralis (Lepidoptera: Noctuidae),
and evidence for gustatory function. Entomological Science, v. 19, n. 1, p. 9-19,
2016.

SPECHT A, CORSEUIL E, BENEDETTI AJ., POLETTO G., & FORMENTINI A.C.
Biological and morphological aspects of Leucanella viridescens (Lepidoptera:
Saturniidae: Hemileucinae). Zoologia (Curitiba), 26(1), 25-
31.2009. http://dx.doi.org/10.1590/S1984-46702009000100005

SPECHT A., FORMENTINI A.C., & CORSEUIL E. Biology and morphological

aspects of the immature stages of Automeris naranja Schaus (Lepidoptera,

Saturniidae, Hemileucinae). RevistaBrasileira de  Zoologia, 24(3), 523-534.
2007 .http://dx.doi.org/10.1590/S0101-81752007000300001

SPECHT A., FORMENTINI A.C., & CORSEUIL E. Biology of Automeris illustris
(Walker) (Lepidoptera, Saturniidae, Hemileucinae). Revista Brasileira de Zoologia,
23(2), 537-546. 2006. http://dx.doi.org/10.1590/S0101-81752006000200029

TINOCO R.S. Determinacéo do nivel de dano econémico para Opsiphanes invirae

Hubner, 1808 (Lepidoptera: Nymphalidae) em palma de 6leo. TESE. (Doutorado em
Agronomia - Entomologia Agricola).Universidade Estadual Paulista - Jaboticabal, 52
p. 2016.


https://doi.org/10.1093/jipm/pmw017
http://dx.doi.org/10.1590/S1984-46702009000100005
http://dx.doi.org/10.1590/S0101-81752007000300001
http://dx.doi.org/10.1590/S0101-81752006000200029

180

VOGEL, H., HEIDEL, A. J., HECKEL, D. G. & GROOT, A. T. Transcriptome analysis
of the sex pheromone gland of the noctuid moth Heliothis virescens. BMC genomics
11,1, 2010.

WANG, R., ZHANG, L., XU, L. L., ZONG, S. X. & LUO, Y. Q. Sensilla on the
Antennae and Ovipositor of the Sea Buckthorn Carpenter Moth, Holcocerus
hippophaecolus (Lepidoptera: Cossidae). Neotrop.Entomol.44, 68—76 (2015).
WIDMAYER, P., HEIFETZ, Y. & BREER, H. Expression of a pheromone receptor in
ovipositor sensilla of the female moth (Heliothis virescens).Insect Mol. Biol. 18, 541—
547, 2009.

WITZGALL P, KIRSCH P, CORK A. Sex pheromones and their impact on pest
management. Journal of chemical ecology, v. 36, n. 1, p. 80-100. 2010.

YAMAOKA, K., HOSHINO, M. & HIRAO, T. Role of sensory hairs on the anal papillae
in oviposition behaviour of Bombyx mori.J. Insect Physiol. 17, 897905-903911. 1971.
YAN Q, KANEGAE A, MIYACHI T, NAKA H, TATSUTA H, & ANDO T. Female sex
pheromones of two Japanese saturniid species, Rhodinia fugax and : Identification,
synthesis, and field evaluation. Journal of chemical ecology, 41(1), 1-8. 2015. DOI
10.1007/s10886-014-0538-6

ZARBIN, P. H., LORINI, L. M., AMBROGI, B. G., VIDAL, D. M., & LIMA, E. R. Sex
pheromone of Lonomia obliqua: daily rhythm of production, identification, and

synthesis. Journal of chemical ecology, v. 33, n. 3, p. 555-565, 2007.



181

7. CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo de identificacdo dos semioquimicos envolvidos na
interacdo instraespecifica da E. cyparissias e A. liberia apresenta detalhes de 6rgao
produtor, receptor (sensila) e as moléculas coespecificas eletrofisiologicamente
ativas para as espécies estudadas. A partir dos resultados obtidos foi sugerido para
A. liberia que o extrato da glandula sexual da fémea é eletrofisiologicamente ativo
sendo reconhecida pela antena do macho virgem, havendo a sugestao de um pico
ativo ainda em anadlise, sendo necessario realizar a sintese para confirmacdo da
estrutura com sua estereoquimica e a atividade eletrofisiolégica da molécula para
verificacdo da sua funcdo no comportamento deste inseto.

Os resultados apresentados para E. cyparissias demostra a presenca de uma
molécula macho especifico presente nas amostras da asa, bioensaios
eletrofisiol6gicos demostram a atividade desse componente em estimular resposta
na antena da fémea. Testes para verificacdo da acdo do composto no
comportamento do inseto sdo necessarios para determinacdo de sua fungcdo como
feromanio.

Esses dados fornecem informacdes relevantes sobre os compostos que
podem ser candidatos a feromonio para futuro controle dessas pragas em ambiente
agricolas. Os resultados expostos apresentam impactos cientifico para
conhecimento sobre o sistema olfativo do inseto importante para testes
comportamentais e eletrofisiolégicos, com identificacdo de compostos para as
espécies trazendo expectativas para alternativas de controle e monitoramento com
produtos biotecnolégicos qua podem atuar no controle dessas pragas a partir destas
moléculas.

As perspectivas deste trabalho visa que € necessaria a obtencdo das
moléculas ativas em quantidade suficiente para um estudo robusto em campo, a fim
de determinar o uso destes semioquimicos no monitoramento e controle de pragas.

Este estudo deve ser realizado pelo menos por 3 a 4 anos seguidos.
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