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RESUMO

A lagarta-parda do eucalipto, Thyrinteina arnobia (Stoll, 1782) (Lepidoptera: Geometridae), vem sendo
relatada de forma significativa em povoamentos florestais. A importancia econémica de Thyrinteina
arnobia para o setor florestal na atualidade evidencia a necessidade da consolidacdo do Manejo
Integrado de Pragas Florestais (MIP Floresta), incluindo métodos de monitoramento e controle através
de semioquimicos, como o emprego de feroménios. Os compostos quimicos volateis (COVs) em
substancias cuticulares de insetos podem contribuir na regulacdo da intera¢do entre os individuos,
sendo objeto de estudo da ecologia quimica. Dessa forma, objetivou-se realizar uma prospeccao
dos compostos organicos volateis (COVs) cuticulares em Thyrinteina arnobia e avaliar o papel desses
compostos como possiveis feromonios de curta distancia. Para o estudo quimico de substancias
feromonais, foi realizada a extracdo de compostos cuticulares (asas e pernas) em Thyrinteina arnobia
de machos e fémeas. Os extratos obtidos foram analisados por cromatografia gasosa com detector
de ionizacdo de chamas (GC-FID). Foi realizado um espectro de a¢do por meio da eletroantenografia
acoplada a cromatografia gasosa (CG-EAG) dos extratos de asas e pernas de fémeas virgens sobre a
antena de machos de Thyrinteina arnobia. Contudo, ndo foi possivel observar diferenca significativa
nas respostas das antenas de machos a nenhum dos estimulos oferecidos. Assim, é possivel inferir
que Thyrinteina arnobia ndo faz uso de compostos cuticulares para reconhecimento a curta distancia,
sendo necessarios estudos complementares de comportamento sexual, incluindo observacao de corte
e copula.
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ABSTRACT

The eucalyptus brown caterpillar, Thyrinteina arnobia (Stoll, 1782) (Lepidoptera: Geometridae), has
been significantly reported in forest stands. The economic importance of Thyrinteina arnobia for the
forestry sector today highlights the need to consolidate the Forest Integrated Pest Management
(Forest IPM), including methods of monitoring and control through the use of semiochemicals, such as
pheromones. Volatile chemical compounds (VOCs) in cuticular substances from insects, may contribute
to the regulation in interaction between individuals, as object of study for chemical ecology. Thus, it
was aimed the prospection for cuticular volatile organic compounds (VOCs) in Thyrinteina arnobia and
the evaluation of the role of these compounds as possible short-distance pheromones for the species.
For the study of pheromone chemical substances, cuticular compounds were extracted from wings
and legs of Thyrinteina arnobia.The selected extracts were analyzed by gas chromatography with flame
ionization detector (GC-FID). An action spectrum was carried out by electroantenography coupled to
gas chromatography (GC-EAG) of wings and legs extracts from virgin female upon Thyrinteina arnobia
male antenna, however, it was not possible to observe significant differences at the responses of the
male antennae to any of the offered stimuli. Therefore, it is possible to infer that Thyrinteina arnobia
does not use cuticular compounds for short distance recognition, thus complementary studies of sexual
behavior, including observation of courtship and copulation are needed.

Keywords: Eucalyptus brown caterpillar; Short distance pheromones; Cuticular compounds

1 INTRODUCAO

Thyrinteina arnobia (Stoll, 1782) (Lepidoptera: Geometridae) é atualmente
considerada um dos principais entraves entomoldgicos para a eucaliptocultura
nacional, ocasionando injdrias que se iniciam da base para o apice da copa e da
extremidade para o interior do povoamento florestal, gerando perdas frequentes e
significativas na producao (OLIVEIRA; PEDRUZZI; PEREIRA, 2010).

A importancia econébmica de Thyrinteina arnobia para o setor florestal na
atualidade expde a necessidade de desenvolvimento de ferramentas que auxiliem a
consolidacdo de programas de Manejo Integrado de Pragas Florestais (MIP Floresta),
abrangendo monitoramento e controle. Assim, o estudo da ecologia quimica é uma
alternativa que envolve aspectosbioldgicos, fisioldgicos, comportamentais, bioquimicos
e genéticos, principalmente através da sintese e aplicacao de semioquimicos, facilitando
a determinacdo da dinamica populacional e proporcionando controle efetivo, seguro

e ambientalmente sustentavel (VILELA; DELLA LUCIA, 2001).
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Nesse sentido, compostos organicos volateis (COVs) presentes na cuticula de
determinados insetos, podem atuar como feroménios sexuais de curta distancia
(feromdnios de contato), desempenhando papel fundamental no comportamento
sexual, estando diretamente relacionados ao sucesso dos processos de corte e copula,
e consequentemente na manutencdo de futuras gera¢Bes (BLOMQUIST et al., 1993).
Dessa maneira, o estudo e analise dos perfis cuticulares em insetos possuem potencial
de incrementar a eficiéncia de estratégias de manejo baseadas em comportamento
sexual (PETERSON et al., 2007).

Diante do exposto, o objetivo desta pesquisa foi verificar a presenca de
compostos organicos volateis (COVs) cuticulares em Thyrinteina arnobia e avaliar a
bioatividade dessas substancias como possiveis feromdénios sexuais de curta distancia

para a espécie.

2 MATERIAL E METODO

A pesquisa foi conduzida no Laboratério de Entomologia Agricola e Florestal
(LEAF) do Campus de Engenharia e Ciéncias Agrarias (CECA) e Laboratério de Pesquisa
em Recursos Naturais (LPgRN) do Instituto de Quimica e Biotecnologia (IQB), ambos
da Universidade Federal de Alagoas (UFAL).

Formas biologicas de Thyrinteina arnobia foram obtidas por meio de coletas
manuais e com o uso de rede entomoldgica em plantios de Eucalyptus urograndis,
variedades 1407 e 224, na Agropecuaria Albuquerque, municipio de Atalaia, Alagoas,
9°30'27"S e 36°1'24"W.

Para o estudo quimico de substancias feromonais de Thyrinteina arnobia,
foram utilizados 10 fémeas e 30 machos virgens com 24-48 h de idade, priorizando as
primeiras horas da escotofase, conforme comportamento relatado de chamamento
de Thyrinteina arnobia (BATISTA-PEREIRA et al., 2004). As asas (anteriores e posteriores)
e pernas (anteriores, medianas e posteriores) de machos e fémeas foram retiradas

com o auxilio de tesoura de dissecacdo e imersas separadamente em 1 mL de solvente
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hexano estando em repouso por um periodo de 20 min. Apds esse periodo, os extratos
foram filtrados com 13 de vidro, colocados em um vial de 2 mL e acondicionados em
freezer (-20°C) até o momento da analise.

Os extratos obtidos foram analisados por cromatografia gasosa com detector
de ionizacdo em chamas (GC-FID 2010) (Shimadzu), com suporte de gas hélio para
funcdo arrasto, apresentando rampa de aquecimento de 50°C por 5 minutos e taxa
de aquecimento de 8°C até atingir 280°C por um periodo de 10 minutos, tendo fluxo
de 1.1 mL/min e fluxo total de 15 mL/min, utilizando a coluna capilar NST-05 com 30
m de comprimento, 0,25 mm de diametro interno e 0,25 pm de espessura do filme. O
volume de injecdo dos extratos foi de 3 pL. Apds inje¢do, os picos observados foram
comparados com padrdes de alcanos C13 e C7 - C30, e os respectivos indices de Kovats
(IKs) foram calculados, através do banco de dados do Pherobase.

Foi realizado um espectro de acdo do tipo “puff” através da eletroantenografia
acoplada a cromatografia gasosa (CG-EAG) dos extratos de asas (anteriores e
posteriores) e pernas (anteriores, medianas e posteriores) de fémeas virgens sobre a
antena de machos de Thyrinteina arnobia. Um gel condutor de eletricidade foi usado
para cobrir as extremidades (Signa gel, Parker Labs, EUA). Como forma de controle,
as antenas dos machos receberam estimulos contendo apenas ar e também hexano.
Para cada amostra do extrato, foi adicionado 10puL em um papel de filtro (2,0 cm x 1,0
cm) inserido em uma pipeta de pasteur de vidro e conectado ao sistema gerador de
pulsos (“Puff”) (Stimulus Controller, Type CS-55, Syntech). Os dados foram submetidos
a analise de variancia (ANOVA) e as médias foram comparadas pelo teste t-Student a

5% de probabilidade.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As analises dos extratos obtidos por GC-FID dos extratos cuticulares de
Thyrinteina arnobia permitiram a observacdo de uma quantidade significativa de

possiveis compostos especificos em partes do corpo de machos e fémeas.
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Por meio dos resultados obtidos por GC-FID de asas de Thyrinteina arnobia foi
possivel detectar um total de 33 e 41 compostos para asas anteriores e posteriores
de fémeas, além de 12 e 43 compostos para asas anteriores e posteriores de
machos, respectivamente. Comparando os compostos sugeridos através dos Indices
de Kovats (IKs) mais comuns entre asas anteriores e posteriores, as indicacdes dos
compostos 1-Octene, 3-Mercaptopropan-1-ol, 5-Methylheptan-2-ol, 2,3,7-Tribromo-
8-chlorodibenzodioxin se destacam por se encontrar nas asas anteriores de
fémeas e asas posteriores de machos e fémeas; ja as sugestdes dos compostos 3,8-
Dimethylundecane, (Z)-4-Dodecenal e 2-Methyl-1-benzothiophene se destacam por
estarem ausentes apenas nas asas posteriores de fémeas de Thyrinteina arnobia

(Tabela 1).

Tabela 1 - Principais compostos sugeridos através do indice de Kovats (IK) em asas
anteriores e posteriores de machos e fémeas de Thyrinteina arnobia (Lepidoptera:

Geometridae)

IK Cal. Compostos organicos volateis Asas anteriores Asas posteriores
(COVs) sugeridos M(J)! F(Q)? M(3)! F(Q)?
790 1-Octene - + + +
798 3-Mercaptopropan-1-ol - + + +
856 5-Methylheptan-2-ol - + + +
1063 3,8-Dimethylundecane + + + -
1283 2-Methyl-1-benzothiophene + + + -
1393 (2)-4-Dodecenal + + + -
1880 2-Bromo-dibenzodioxin + + + -
2702 2,3,7-Tribromo-8-chlorodibenzodioxin - + + +
2903 Silafluofen - + + +

Fonte: Autores (2020)

Em que: indices de Kovats (IK) para coluna NST-05; + Composto presente; - Composto
ausente; '"Machos; 2Fémeas

Por meio dos resultados obtidos por GC-FID de pernas de Thyrinteina arnobia
foi possivel detectar um total de 24; 17 e 13 compostos para pernas anteriores,

medianas e posteriores de fémeas, além de 21; 37 e 26 compostos para pernas
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anteriores, medianas e posteriores de machos, respectivamente. Em relacdo aos
compostos quimicos sugeridos semelhantes entre pernas de fémeas e machos de
Thyrinteina arnobia, para pernas anteriores apenas o composto 1,2,4,6,9-Pentaclor
odibenzofurano foi indicado em comum com os demais extratos, com excecdo da
perna posterior de fémea. Ja entre os extratos de pernas medianas de fémeas e
machos de Thyrinteina arnobia foram indicados sete compostos semelhantes. Entre
0s extratos de pernas posteriores de fémeas e machos de Thyrinteina arnobia foi
sugerido apenas o 3-penteno-2-ol como composto semelhante (Tabela 2). Estudos
de compostos cuticulares em Thyrinteina arnobia sdo escassos na literatura. Dessa
forma, a prospeccao inicial desses compostos configura-se como uma ferramenta-
base, fornecendo subsidios para o estudo comportamental, visando as estratégias
de manejo de pragas florestais. Porém, para a precisa identificacdo dos compostos
cuticulares, analises mais detalhadas, utilizando cromatografia gasosa acoplada a

espectrémetro de massa (CG-EM) e padrdes sintéticos sao indispensaveis.

Tabela 2 - Principais compostos quimicos indicados através dos indices de Kovats (IKs)
em pernas anteriores, medianas e posteriores de fémeas e machos de Thyrinteina

arnobia (Lepidoptera: Geometridae)

. L. Pernas Pernas Pernas
Compostos organicos volateis . ) .
IK Cal. ) anteriores medianas posteriores
(COVs) sugeridos

M(J)'  F(Q) M(3)'  F(R)? M(J)'  F(Q)
771 Ethyl butyrate - - + + - -
774 3-penteno-2-ol - - - + + +
1063 2-Metildecano - - + + - +
1283 1-Isopropenil-4-metil-1,3-ciclohexadieno - + + - -
1393 (2)-4-dodecenal - + + + - +
1510 2-0Ox0-1,1-dipentilhidrazina - - + + - +
2502 1,2,4,6,9-Pentaclorodibenzofurano + + + + + -
2702 2,3,7-Tribromo-8-clorodibenzodioxina - + + + - +

Fonte: Autores (2020)

Em que: indices de Kovats (IK) para coluna NST-05; + Composto presente; - Composto ausente;
'"Machos; 2Fémeas
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Para os extratos de asas e pernas, em testes de espectro de ag¢do via
eletroantenografia do tipo “puff” (Figura 1), nao foi possivel observar diferenca
significativa nas respostas das antenas de machos virgens de Thyrinteina arnobia a
nenhum dos estimulos oferecidos (extratos de asa anterior e posterior, extratos de

pernas anteriores, medianas e posteriores, ar e hexano) (F= 0,93; P=0,4869).

Figura 1 - Respostas eletroantenograficas via método “puff” de machos virgens de
Thyrinteina arnobia (Lepidoptera: Geometridae) frente a estimulos de ar, hexano,
extratos cuticulares de asas (anteriores e posteriores) e pernas (anteriores, medianas

e posteriores) de fémeas virgens

ASA POSTERIOR }—1
ASA ANTERIOR |—1
PERNA POSTERIOR l—(

Extratos cuticulares de fémeas

0.00000  0.00005 0.00010 000015 0.00020 0.00025 0.00030  0.00035

Fesposta elefroantenografica de machos

Fonte: Autores (2020)

Os compostos cuticulares em asas e pernas podem estar muitas vezes
envolvidos no reconhecimento do parceiro, funcionando como feromdnio sexual de
curta distancia em muitas espécies (PARRA-PEDRAZZOLI; LEAL, 2006). No presente

estudo, contudo, em testes de espectro de ac¢do, utilizando eletroantenografia do
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tipo “puff”, ndo foi possivel identificar respostas significativas para nenhum dos
extratos de asas e pernas de fémea, frente a antena do macho. Fundamentando-se
nesses resultados, é possivel inferir que o macho de Thyrinteina arnobia nao utiliza os
compostos cuticulares detectados para o reconhecimento de fémeas a curta distancia.
Entretanto, estudos complementares de comportamento sexual sdo necessarios para
observacao e analise de processos reprodutivos, elucidando a importancia da ecologia
quimica para esta espécie.

Estudos anteriores indicam que o comportamento reprodutivo em Thyrinteina
arnobia inicia através do “chamamento” de fémeas, através de exposicdo de glandula
abdominal, durante as primeiras horas da 1% escotofase. Ao avaliar extratos de
glandulas abdominais de fémeas, Batista-Pereira et al. (2006) observaram a presenca
de substancias bioativas volateis para antenas de machos de Thyrinteina arnobia,
indicando a participacao de feroménio de longa distancia no comportamento sexual
dessa espécie. Porém, nao ha relatos na literatura da presenca de feromdnios a curta
distancia para Thyrinteina arnobia.

De acordo com Boo e Park (2005), diferencas interpopulacionais na composicao
feromonal ndo sao incomuns em insetos, assim, a identificacdo e estudo prévio de
semioquimicos e composicdo de feromdnios sexuais de curta e/ou longa distancia
em regides especificas é bastante importante devido as variacbes geograficas e/ou
edafoclimaticas, influenciando na composicdo de compostos volateis.

As informacdes iniciais obtidas no presente trabalho, referentes a auséncia de
bioatividade dos compostos cuticulares de Thyrinteina arnobia para o comportamento
sexual de machos da espécie, sao fundamentais para o melhor entendimento da
ecologiaquimica e desenvolvimento de novos mecanismos e estudos comportamentais
em povoamentos de Eucalyptus spp., contribuindo para a consolidacdao e ampliacao de

praticas do Manejo Integrado de Pragas Florestais (MIP Floresta).
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4 CONCLUSOES

Os compostos quimicos sugeridos em comum para asas anteriores de
fémeas e machos de Thyrinteina arnobia foram o 3,8-Dimethylundecane, 2-Methyl-1-
benzothiophene, (Z)-4-Dodecenal e o 2-Bromo-dibenzodioxin. Para asas posteriores
fémeas e machos, as substancias quimicas semelhantes sugeridas foram o 1-Octene,
3-Mercaptopropan-1-ol, 5-Methylheptan-2-ol, 2,3,7-Tribromo-8-chlorodibenzodioxin e
o Silafluofen.

Em pernas anteriores, posteriores e medianas de fémeas e machos foi sugerido
o composto 1,2,4,6,9-Pentaclorodibenzofurano, exceto em perna posterior de fémea.
Em pernas medianas, sete compostos semelhantes foram indicados em pernas
posteriores de fémeas e em machos de Thyrinteina arnobia foi detectado apenas o
3-penteno-2-ol como composto semelhante.

Em espectro de a¢do, via método “puff’, nao foi possivel identificar resposta dos
extratos de asas e pernas de fémeas frente a antena do macho de Thyrinteina arnobia.

Esses resultados servem como estudo-base para o desenvolvimento de
estratégias de controle comportamental para o Manejo Integrado de Pragas Florestais

(MIP Florestais).
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