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RESUMO

TORO, Juan David Moran, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2025.
Efeito da maturacao fisiolégica na producao de feroménio sexual em
Phthorimaea absoluta (Lepidoptera: Gelechiidae). Orientador: Eraldo Rodrigues
de Lima.

A traca-do-tomate Phthorimaea absoluta € uma das principais pragas da cultura do
tomate em escala mundial, cuja comunicacdo sexual € mediada por feromdnios
emitidos por fémeas para atrair machos. Este estudo investigou como a maturidade
fisiologica e o fotoperiodo de 12:12 h claro/escuro modulam a sinalizagdo sexual,
com énfase no comportamento de chamamento sexual postura caracteristica de
exposicdo da glandula feromonal e na producao dos compostos volateis. Foram
realizadas analises comportamentais e quimicas para avaliar a interagcao entre idade
fisioldgica, estado de chamamento sexual e composi¢cao da mistura feromonal. Os
resultados mostraram que 80% das fémeas iniciaram o chamamento sexual nos dois
primeiros dias pds-emergéncia, indicando maturacao precoce. Fémeas que iniciaram
o chamamento sexual no primeiro dia apresentaram maior producdo de TDTA e
TDDA, evidenciando que a precocidade esta associada a maior capacidade
biossintética. A composi¢do da mistura feromonal manteve-se estavel em relagéo a
idade inicial (primeiro ao segundo dia p6s-emergéncia), mas apresentou ajustes
sutis conforme o estado comportamental das fémeas em chamamento sexual ativo,
ou sem chamamento sexual, e 0 momento da extracao da glandula sexual dentro do
fotoperiodo de 12:12 h claro/escuro, demonstrando que a emissdo quimica é
dindmica e regulada por fatores fisiolégicos e exdgenos. A produgédo de feromdnio foi
mais intensa durante a fase escura, coincidindo com o pico de atividade de
chamamento sexual, embora também se estendesse ao periodo claro. Um achado
central foi que o estado ativo de chamamento sexual, e ndo apenas a idade
cronoldgica, esta diretamente ligado a maxima producéao feromonal, evidenciando a
necessidade de controle experimental desse fator em estudos de quantificacdo de
volateis feromonais. Conclui-se que a sinalizagdo sexual em P. absoluta constitui um
sistema integrado e adaptativo, no qual a fémea naturalmente modula a quantidade
e a qualidade do sinal quimico em fungéao do seu estado fisioldgico, refletindo uma
estratégia reprodutiva refinada.

Palavras-chave: Traca-do-tomate, TDTA, TDDA, Reproducdo, Comportamento de
chamamento sexual.



ABSTRACT

TORO, Juan David Moran, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2025.
Effect of physiological maturation on the production of sexual pheromone in
Phthorimaea absoluta (Lepidoptera: Gelechiidae). Adviser: Eraldo Rodrigues de
Lima.

The tomato leafminer Phthorimaea absoluta is one of the most important pests of
tomato crops worldwide, whose sexual communication is mediated by pheromones
released by females to attract males. This study investigated how physiological
maturity and a 12:12 h light/dark photoperiod modulate sexual signaling, with
emphasis on calling behavior the characteristic posture of pheromone gland
extrusion and on the production of volatile compounds. Behavioral and chemical
analyses were conducted to evaluate the interaction between physiological age,
calling state, and the composition of the pheromone blend.

The results showed that 80% of females initiated calling within the first two days post-
emergence, indicating early maturation. Females that began calling on the first day
exhibited higher production of TDTA and TDDA, demonstrating that precocity is
associated with greater biosynthetic capacity. The composition of the blend remained
stable with respect to the initial age (first to second day post-emergence), but showed
subtle adjustments according to the females’ behavioral state either in active calling,
with the gland extruded, or without calling and the timing of pheromone gland
extraction within the 12:12 h light/dark photoperiod. This demonstrates that chemical
emission is dynamic and regulated by both physiological and exogenous factors.
Pheromone production was more intense during the dark phase, coinciding with the
peak of calling activity, although it also extended into the light period. A central
finding was that the active calling state, and not merely chronological age, is directly
linked to maximum pheromone production, highlighting the need for experimental
control of this factor in studies quantifying pheromone volatiles. It is concluded that
sexual signaling in P. absoluta constitutes an integrated and adaptive system, in
which the female naturally modulates the quantity and quality of the chemical signal
according to her physiological state, reflecting a refined reproductive strategy.

Keywords: Tomato leafminer, TDTA, TDDA, Reproduction, Calling behavior.
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INTRODUCAO

A traga-do-tomate, Phthorimaea absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae), é
atualmente uma das pragas mais destrutivas da tomaticultura mundial. Originalmente
descrita no Peru (Desneux et al., 2010), a espécie tornou-se o principal fator limitante para a
producdo de tomate no continente (Ferrara et al., 2001) e, apds sua introducdo na Europa em
2006, espalhou-se rapidamente pelo Mediterraneo, Africa e Asia. Em dreas recém-invadidas
e sem manejo adequado, as perdas podem atingir 80—100% da producio, tornando a praga

um dos maiores desafios fitossanitarios na cadeia produtiva do tomate (Desneux et al., 2010).

O sucesso invasivo de P. absoluta esta associado ao seu elevado potencial reprodutivo e
adaptabilidade. A espécie apresenta ciclo de vida curto, podendo completar seu
desenvolvimento em aproximadamente 30 a 40 dias e produzir diversas geragdes em um ciclo

de cultivo, favorecendo o rdpido crescimento populacional (Vivekanandhan et al., 2024).

A espécie exibe estratégias reprodutivas que ampliam seu potencial de estabelecimento
e disseminacdo. As fé€meas sdo poliandricas, acasalando-se multiplas vezes, uma
caracteristica que lhes confere beneficios diretos como o aumento da fecundidade, da
fertilidade e da longevidade (Lee et al., 2014). Adicionalmente, foi documentada em
laboratério a ocorréncia de partenogénese deuterétoca a producdo de descendentes de ambos
os sexos a partir de ovos ndo fecundados, o que demonstra sua grande capacidade de
adaptacdo reprodutiva (Caparros Megido et al., 2012). A disseminac@o acelerada de P.
absoluta, associada a essas caracteristicas bioldgicas e a evolucdo de resisténcia a diversos
inseticidas, tem exigido o desenvolvimento de estratégias de manejo mais sustentdveis. Nesse
contexto, programas de Manejo Integrado de Pragas (MIP) passaram a incorporar
semioquimicos, especialmente os feromoOnios sexuais, que permitem manipular o
comportamento reprodutivo da praga de forma altamente especifica (Caparros Megido et al.,
2013). A eficacia dessa abordagem se baseia no fato de que, na ordem Lepidoptera, a
comunicacdo sexual é predominantemente mediada por misturas feromonais de compostos
volateis liberados pela f€émea para atrair o macho a distancia (Jurenka, 2003). Assim que, em

P. absoluta, esse sistema de comunicacdo quimica constitui um componente central do



comportamento reprodutivo e um ponto estratégico para seu controle. Especificamente as
fémeas virgens emitem uma mistura feromonal caracteristica composta majoritariamente
pelo acetato de (3E,8Z,11Z) -3,8,11-tetradecatrien-1-ila (TDTA, =90%) e, em menor
proporcao, pelo acetato de (3E,87Z) -3,8-tetradecadien-1-ila (TDDA, =10%) (Attygalle et al.,
1995; Svatos et al., 1996). Ensaios em tunel de vento demonstraram que a mistura sintética
na propor¢do natural (10:1) induz cerca de 80% dos machos a pousar na fonte odorifera,

sendo mais eficaz do que o TDTA isolado (Svatos et al., 1996).

Entretanto, a aplicacdo dessa mistura em condi¢des de campo apresenta particularidades.
De fato, armadilhas iscadas apenas com o TDTA sintético sdo altamente eficientes,
capturando em média mais de 1.200 machos por armadilha/noite (Ferrara et al., 2001).
Adicionalmente, a inclusdo do TDDA na isca parece ndo incrementar o nimero de capturas
(Dominguez et al., 2019). Essa complexidade é ainda maior ao se considerar o estado
fisiol6gico do macho receptor, pois foi demonstrado que machos virgens e acasalados
respondem de forma diferenciada as iscas. Por exemplo, armadilhas contendo apenas TDTA
tendem a capturar uma maior propor¢cdo de machos virgens, enquanto as fémeas vivas que
emitem o sinal natural completo atraem majoritariamente machos ja acasalados (Mamani

Huayhua, 2022).

Essa discrepancia evidencia que a eficdcia do controle comportamental depende nao
apenas da composi¢do da isca, mas também da fisiologia e o estado reprodutivo de machos
e fémeas na populacdo. Entre os fatores que influenciam essa dindmica, destacam-se os que
modulam a emissdo feromonal, incluindo varidveis end6genas, como a idade cronoldgica e
sobretudo, a maturidade fisiolégica/ovariana das fémeas, e fatores exdgenos, como o
fotoperiodo (ciclo claro:escuro). Estudos baseados na idade cronolégica indicam que o pico
de producao de feromonio ocorre entre 1 e 4 dias apds a emergéncia, decaindo em fémeas
mais velhas (Dominguez et al., 2019). Essa regulacdo temporal estd intimamente ligada a
maturacdo do sistema reprodutivo, a qual pode ser avaliada pelo desenvolvimento ovariano,
de modo que a mdxima capacidade biossintética de feromodnio ocorre no auge da maturidade

reprodutiva.

Apesar da relevancia econdmica da espécie, persistem lacunas quanto a influéncia da

maturidade fisiolégica sobre a quantidade e a composicdo do feromdnio, bem como a relacao
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entre o estado comportamental das fémeas (glandula sexual exposta ou ndo exposta) e a
capacidade de emissdo dos compostos volateis. Portanto, a falta de entendimento sobre como
a maturidade fisiol6gica regula a produg@o e a composi¢ao do feromdnio ndo apenas limita
a compreensdo da ecologia reprodutiva da espécie, mas também limita o potencial para

aprimorar as ferramentas de controle comportamental baseadas neste sinal.

Diante disso, esta dissertacdo teve como objetivo investigar como a maturidade
fisiologica e fatores exdgenos, como o fotoperiodo (ciclo claro:escuro), modulam a
sinalizacdo sexual de fémeas virgens de P. absoluta. Para alcancar esse objetivo, foram
integradas andlises comportamentais e quimicas, que permitiram descrever o padrdo
temporal do chamamento sexual, quantificar a producdo de TDTA e TDDA e avaliar a
dindmica da composi¢cdo da mistura feromonal em diferentes idades fisiologica. Os
resultados contribuem para o entendimento da fisiologia reprodutiva da espécie e oferecem

subsidios para a otimizagdo de tdticas de controle comportamental baseadas em feromdnios.
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METODOLOGIA

1.1. Criacao de P. absoluta

A pesquisa foi conduzida no Laboratério de Semioquimicos e Comportamento de
Insetos da Universidade Federal de Vicosa (UFV), em Vigosa, MG, Brasil, a partir de ovos
de P. absoluta obtidos da criagdo massal do Laboratério de Manejo Integrado de Pragas da
mesma instituicdo. A criagdo foi mantida em sala climatizada sob condi¢des controladas de
temperatura (25 £ 2 °C), umidade relativa (70 + 5%) e fotoperiodo de 12:12 horas
(claro:escuro). Para o desenvolvimento das fases imaturas, folhas de tomateiro (Solanum
lycopersicum L.) contendo os ovos foram dispostas em recipientes com dgua para manter a
turgidez e acondicionadas em gaiolas de madeira (30x20x30 cm). Apds a eclosdo, as larvas
se alimentaram das folhas, que eram renovadas a cada dois dias. Ao atingirem a fase de pupa,
os individuos foram coletados e transferidas para placas de Petri (90x15 mm) sendo
posteriormente acondicionados em gaiolas de acrilico (30x30x30 ¢cm) onde permaneceram
até a emergéncia dos adultos. Os Adultos emergidos foram alimentados com uma solu¢do de
actcar a 10% (v/v) e, para a manutengao do ciclo, folhas frescas de tomate foram fornecidas

como substrato para a oviposi¢ao.

1.2. Plantas de tomate (Solanum lycopersicum) cultivadas em estufa

Para garantir a alimentacdo adequada das larvas de P. absoluta, foram utilizadas
plantas de tomate da variedade Santa Clara. As sementes foram semeadas em bandejas com
substrato para hortalicas e mantidas em cAmara de germinacido (TECNAL, TE-4000/1). Apds
um periodo de 29 a 44 dias, quando as plantulas ja haviam emergido e desenvolvido pelo
menos duas folhas verdadeiras, as mudas foram transplantadas para vasos de 3 litros,

preenchidos com condicionador de solo MecPlant®.

O manejo nutricional das plantas foi realizado com a aplicacdo semanal de
macronutrientes, utilizando uma formulagdio de NPK (10:10:10), conforme as
recomendacOes do fabricante. As plantas foram cultivadas em uma estufa com controle

ambiental, mantendo a temperatura a 25 =2 °C e a umidade relativa a 70 + 5%.



12

1.3. Sexagem e padronizacio de pupas

As pupas foram separadas por sexo com base na morfologia externa descrita por
Coelho & Franga (1987). Para a padronizacdo da massa pupal, os individuos foram pesados
em balanca analitica Shimadzu, modelo AUW220D com precisdo de 0,01 mg, sendo
selecionadas para os experimentos apenas fémeas com peso pupal entre 2,10 e 3,43 mg

(Gongalves et al., 2024).

1.4. Observacao do comportamento de chamamento sexual

Para o estudo comportamental, 54 fémeas virgens de P. absoluta foram
individualizadas em recipientes plasticos de 70 mL, vedados em uma das extremidades com
tela de organza, permitindo tanto a ventilagdo quanto o acesso a uma solucdo de actcar a
10% (v/v) para alimentacdo. Cada fémea foi identificada com base em sua data de
emergéncia, registrada segundo o calendério juliano, e mantida em condi¢Oes controladas,
sob fotoperiodo de 12:12 horas (claro:escuro), no qual cada fase durava 720 minutos. O
monitoramento comportamental foi realizado em uma janela de observagdo de sete horas,
que comecou no minuto 480 da escotofase e continuando pelas trés primeiras horas da
fotofase. Para a andlise dos dados, este intervalo foi definido como o periodo de -4 a +3 horas,
onde a hora O representa 0 momento exato da transicdo entre a fase escura e a clara. As
observacdes foram realizadas a cada 30 minutos, utilizando luz vermelha durante a fase

escura, com o objetivo de registrar o inicio e a cessa¢do da atividade de chamamento sexual.

Uma fémea era considerada em chamamento sexual quando assumia a postura tipica
de exposi¢do da glandula feromonal. O dia da primeira ocorréncia desse comportamento foi

anotado para estabelecer o inicio da idade fisiologica da fémea.



13

1.5. Procedimento de extraciao e conservacao da glandula de feromonio sexual em

P. absoluta

A glandula de feromdnio sexual, localizada na regido posterior do abddémen, no
ultimo segmento abdominal (Cardé & Haynes, 2004; Paola & Caéceres, 2020), foi extraida
com o auxilio de um estereomicroscépio Leica EZ4 e microtesouras entomoldgicas. Para as
andlises de quantificacdo, primeiramente, estabeleceu-se um grupo de referéncia padrio,
composto por fémeas que atendiam a critérios fisioldgicos rigorosos, incluindo o
monitoramento individual, o inicio do chamamento sexual no primeiro dia de vida e a
confirmacao ativa do comportamento no momento da extragdo. Esse grupo foi utilizado como

base para todas as comparagdes subsequentes realizadas nos diferentes experimentos.

Para a extragdo, o hordrio foi padronizado para uma hora antes da transi¢do para a
fotofase (—1h), por coincidir com a janela de alta atividade de chamamento sexual da espécie.
Essa padronizacdo foi aplicada a maior parte das amostras analisadas. No entanto, em um
conjunto especifico de coletas realizadas durante a fase clara, a extracdo foi conduzida uma

hora apds o inicio da fotofase (+1h).

As glandulas extraidas foram transferidas individualmente para frascos de vidro
contendo 20 pL de solugdo de n-heptil acetato, utilizada como padrdo interno na
concentragao de 20 ng/uL. O hexano empregado na preparacao da solu¢do apresentava grau
de pureza de 97,0% (Sigma-Aldrich), assegurando a pureza e a integridade dos compostos
volateis. Para otimizar a difusdo dos feromonios da glandula para o solvente e, a0 mesmo
tempo, prevenir sua degradacdo, as amostras foram mantidas em gelo por 10 minutos um
periodo considerado suficiente para a extragao dos compostos de interesse sem comprometer
sua estrutura quimica. Apds esse intervalo, as glandulas foram cuidadosamente removidas
do solvente. Utilizando uma microsseringa de vidro, o extrato, composto pelo solvente com
os volateis da glandula, foi entdo transferido para um novo frasco de armazenamento

devidamente rotulado. Os extratos foram armazenados a —18 °C até o momento da analise.
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1.6. Determinacao da concentracao dos feromonios das glandulas de fémeas de P.

absoluta

As amostras de glandulas de fémeas de P. absoluta, contendo padrdo interno, foram
analisadas por cromatografia gasosa com detector de ionizagdo por chama (GC-FID),
utilizando um equipamento Shimadzu GC-17A acoplado a uma coluna capilar Rtx-5
Crossbond 5% difenil-95% dimetil polisiloxano (30 m, 0,25 mm de didmetro interno e
espessura de filme de 0,25 um; Thames Restek UK Ltd). Foi injetado 1 pL de cada amostra
no modo splitless, com o injetor a 250 °C. O forno da coluna foi mantido a 80 °C por 2
minutos, aquecido a 240 °C a uma taxa de 10 °C/min e mantido nessa temperatura por 4

minutos.

Para garantir a correta identificacdo dos picos, uma caracterizagdo preliminar foi
realizada através da injecdo de 1 puL de feromdnios sintéticos de TDTA e TDDA de 40 ng/
uL e do padrao interno de n-heptil acetato de 20 ng/uLL para determinar seus respectivos
tempos de retencdo. Com base nesses tempos de retencdo, as concentracdes dos feromonios

nas amostras foram calculadas utilizando a relacdo de drea e concentra¢do do padrao interno.

1.7. Analises Estatisticas

Todas as analises estatisticas foram realizadas no software R (versdo 4.3.1), adotando-
se o nivel de significancia de o = 0,05 como critério uniforme para todas as inferéncias. Para
avaliar a distribui¢do de frequéncia do primeiro chamamento sexual, aplicou-se o Teste Qui-
quadrado (y¥*) de Aderéncia, que comparou as frequéncias observadas em cada dia com uma
distribui¢do uniforme esperada. A andlise post-hoc baseada nos residuos padronizados foi
utilizada para identificar os dias que se desviaram significativamente da frequéncia esperada,

considerando-se significativos os residuos com valor absoluto superior a 1,96.

As comparacdes das concentragdes de feromonios (TDTA e TDDA) e de suas
proporgoes relativas entre os grupos experimentais seguiram um procedimento de verificagao
de premissas. A normalidade da distribui¢do dos dados em cada grupo foi avaliada pelo teste
de Shapiro-Wilk. Para os dados que atenderam a premissa de normalidade, a comparagdo das
médias foi realizada com o Teste t, cuja versdo foi definida pela homogeneidade das

variancias avaliada pelo teste de Levene. Quando as variancias foram homogéneas, aplicou-
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se o Teste t de Student, e quando ndo foram homogéneas, utilizou-se o Teste t de Welch. Nos
casos em que a premissa de normalidade ndo foi atendida por pelo menos um dos grupos,

empregou-se o teste ndo paramétrico Wilcoxon-Mann-Whitney.

A composicdo da mistura feromonal foi avaliada pela andlise da proporc¢do relativa
do componente majoritario (TDTA). Para cada fémea individualmente, esta proporcdo foi
calculada como a porcentagem de TDTA em relacdo a soma dos dois compostos feromonais

(TDTA e TDDA), utilizando a férmula: % TDTA = [TDTA /(TDTA + TDDA)] * 100. Esta

andlise permite avaliar a qualidade do sinal quimico, para além da sua quantidade absoluta.

Para a apresentacdo visual dos dados, todos os graficos de comparagcdo exibem a
média acompanhada do erro padrao da média (EPM). Além disso, os pontos individuais de
cada fémea foram sobrepostos as barras. A dispersdo horizontal desses pontos foi aplicada
como técnica de visualizacdo (jittering) para evitar sobreposicao e garantir a visibilidade de
cada observacdo, sem que sua posicdo no eixo X tivesse significado estatistico. A
significancia estatistica indicada nos gréaficos (valor-p) corresponde sempre ao resultado do
teste apropriado, seja Student, Welch ou Wilcoxon, conforme definido pelo procedimento de

analise.
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RESULTADOS

1.8. Distribuicao Diaria do Primeiro Chamamento sexual

O inicio do chamamento sexual em 54 fémeas virgens de P. absoluta foi sincronizado,
com a maioria (80%) iniciando a atividade nos dois primeiros dias de vida adulta. A andlise
estatistica confirmou que a distribui¢do didria do chamamento sexual niao foi uniforme. O
Teste Qui-quadrado indicou diferenga significativa, ¥*(5, N=54) =83.33, p < 0.001. A anélise
post-hoc dos residuos padronizados mostrou que a frequéncia de fémeas que iniciaram o
chamamento sexual no primeiro dia (60%) foi significativamente maior do que o esperado.
Em contraste, as frequéncias observadas do terceiro ao sexto dia (totalizando 20%) foram
significativamente menores, enquanto o segundo dia (20%) nao apresentou desvio

significativo (Figura 1).
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Figura 1. Distribui¢do percentual do dia de inicio do primeiro chamamento
sexual em fémeas virgens de P. absoluta (n=54). O eixo Y indica a
porcentagem de fémeas que iniciaram o chamado pela primeira vez em cada

dia, e o eixo X representa os dias apds a emergéncia.
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1.9. Padrao diario de chamamento sexual em fémeas de P. absoluta segundo o dia de

inicio da atividade reprodutiva

Para a andlise do padrdo temporal de chamamento sexual, as fémeas de P. absoluta
foram separadas em dois grupos com base no dia de inicio da atividade reprodutiva. Este
critério de agrupamento € fundamentado na anédlise da distribui¢cdo de frequéncia do primeiro
chamamento sexual, que demonstrou que o primeiro dia representa o pico principal e

estatisticamente distinto de inicio da atividade (Teste Qui-quadrado, p < 0,001).

A comparagdo entre estes grupos revelou dois padrdes temporais distintos. O grupo
“Dia 1” (n = 33) apresentou o pico de atividade aos 30 minutos antes do inicio da fotofase,
com 28 fémeas em comportamento de chamamento sexual. Por outro lado, o grupo “Dias 2
a 6” (n=21) exibiu um padrao significativamente mais precoce e intenso, com pico médio

de atividade (n = 37) sustentado entre 60 a 90 minutos antes da fotofase.

A antecipagcdo observada nesse segundo grupo também se refletiu no inicio do
comportamento, registrado 240 minutos antes da fotofase (-4,0 h), enquanto no grupo “Dia
1"’ o inicio ocorreu 210 minutos antes (-3,5 h). Essa diferenga de precocidade foi quantificada
por meio do tempo médio ponderado de chamamento sexual, que foi de aproximadamente
50 minutos antes do inicio da fotofase (-0,83 h) para o grupo “Dias 2 a 6” e 6 minutos antes

(-0,10 h) para o grupo “Dia 1.

Embora ambos os grupos tenham continuado a atividade de chamamento sexual
durante o inicio da fotofase, o comportamento no grupo “Dias 2 a 6” foi mais prolongado. A
atividade no grupo “Dia 1 cessou completamente apds 2,5 horas do periodo claro, enquanto
no grupo de inicio tardio (“Dias 2 a 6”) ainda havia o registro de fémeas em chamamento

sexual na terceira hora da fotofase.

Apesar desta diferenca na duragdo, ambos 0s grupos concentraram a maior parte da
atividade de chamamento sexual na fase final da escotofase (entre -4,0 e O horas), com um

declinio acentuado imediatamente apds a transicdo para a luz.



NUMERO DE FEMEAS CHAMANDO

18

Tempo Médio (dias 22 6)=-0,83 h Tempo Médio (Dia 1)=-0,10 h

1
37 37:

36 36

N
vl

[N]
o

15

PLPIL T T rrrrird %

10

NDial
EDias2a6

(A s s R

Vgl ™

VP i P T rrrrdzd 'R

(A AA I A SIS SIS,

vz v
iz =

B
w
%]
w
N
%]
N
=
o
(%]
o
o
3]
=
-
5]
)
~N
%]
w

ESCOTOFASE HORARIO DE CHAMAMENTO FOTOFASE

Figura 2. Comparacdo do padrio didrio de chamamento sexual em fémeas de P.
absoluta, em fun¢do do dia de inicio da atividade reprodutiva. As barras
representam o nimero de fémeas em chamamento sexual ao longo do tempo (em
horas), sendo a hora 0 correspondente a transi¢ao da escotofase para a fotofase.
As barras com preenchimento pontilhado indicam os dados do grupo “Dia 17,
enquanto as barras listradas representam nimero médio de fémeas do grupo
“Dias 2 a 6”. As linhas verticais tracejadas indicam o tempo médio ponderado
de chamamento sexual para cada grupo. A barra inferior ilustra o ciclo claro-

€scuro.
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1.10. Efeito do Comportamento de Chamamento sexual na Producao de Feromonio

A andlise quantitativa revelou que o comportamento de chamamento sexual
influenciou significativamente a producdo e a composi¢do do feromodnio. A quantidade de
TDTA foi significativamente maior no grupo "glandula exposta", com uma produ¢do média
de 18,38 £ 2,03 ng/fémea, onde o valor apds o + representa o erro padrao da média, ou EPM,
em comparag¢do com o grupo "glandula ndo exposta" (8,38 + 1,81 ng/fémea), conforme o

Teste t de Student (t (18) = 3,68; p =0,0017) (figura 3).
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Figura 3. Comparacdo da quantidade de TDTA (ng/fémea) entre fémeas com
glandula exposta (n=10) e ndo exposta (n=10). As barras representam a média,
as barras de erro indicam o erro padrdo da média (EPM), e os pontos representam

os valores de cada fémea individual. A diferenca foi estatisticamente

significativa (Teste t de Student, p < 0,01).
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Um padrdo similar foi observado para o TDDA, onde o grupo "glandula exposta"
(3,72 + 0,64 ng/fémea) também produziu uma quantidade superior ao grupo "glandula ndo

exposta" (0,96 + 0,30 ng/fémea). Essa diferenca foi validada pelo Teste t de Welch (t (12,8)
=3,94; p =0,0017) (figura 4).
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Figura 4. Compara¢do da quantidade de TDDA (ng/fémea) entre f€meas com
glandula exposta (n=10) e ndo exposta (n=10). As barras representam a média,
as barras de erro indicam o erro padrdo da média (EPM), e os pontos representam

os valores de cada fémea individual. A diferenca foi estatisticamente

significativa (Teste t de Welch, p < 0,01).
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De forma complementar, a propor¢do do Componente Majoritdrio na mistura
feromonal foi significativamente menor no grupo "glandula exposta" (83,8 + 1,82%) quando
comparado ao grupo "glandula ndo exposta" (92,1 +2,92%), conforme indicado pelo Teste t

de Student (t (18) =-2,64; p=0,017) (Figura 5).
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Figura 5. Comparacdo da propor¢do do componente majoritdrio (%) na mistura
feromonal entre fémeas com glandula exposta (n=10) e ndo exposta (n=10). As
barras representam a média, as barras de erro indicam o erro padrdao da média
(EPM), e os pontos representam os valores de cada fémea individual. A diferenca

foi estatisticamente significativa (Teste de Wilcoxon-Mann-Whitney, p < 0,05).
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1.11. Efeito da Maturidade Sexual na Producao de Feromonio

A andlise da producdo de feromoOnio em relacdo a maturidade sexual revelou que
fémeas no primeiro dia de atividade reprodutiva produziram aproximadamente o dobro da
quantidade total de feromdnio em comparac¢do com as que iniciaram a atividade no segundo

dia.

A produgdo do composto TDTA foi significativamente maior no grupo "Primeiro
Dia" (18,38 + 2,03 ng/fémea) em comparagdo com o grupo "Segundo Dia" (9,34 + 2,59
ng/fémea), conforme o Teste de Wilcoxon-Mann-Whitney (W = 65, p = 0,027).
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Figura 6. Comparacdo da quantidade de TDTA (ng/fémea) entre fémeas que
iniciaram o chamamento sexual no primeiro dia (n=10) e no segundo dia (n=8).
As barras representam a média, as barras de erro indicam o erro padrdo da média
(EPM), e os pontos representam os valores de cada fémea individual. A diferenca

foi estatisticamente significativa (Teste de Wilcoxon-Mann-Whitney, p < 0,05).
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De forma similar, a producdo de TDDA foi significativamente maior no grupo
"Primeiro Dia" (3,72 + 0,64 ng/fémea) do que no grupo "Segundo Dia" (1,70 = 0,36
ng/fémea), conforme validado pelo Teste t de Welch (t(13,8) =2,77; p = 0,015).
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Figura 7. Comparacdo da quantidade de TDDA (ng/fémea) entre fémeas que
iniciaram o chamamento sexual no primeiro dia (n=10) e no segundo dia (n=8). As
barras representam a média, as barras de erro indicam o erro padrao da média (EPM),

e os pontos representam os valores de cada fémea individual. A diferenca foi

estatisticamente significativa (Teste t de Welch, p < 0,05).
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Em contraste com a quantidade de feromonio, a composi¢do da mistura feromonal
dos compostos permaneceu estivel, nao apresentando diferenca significativa na proporcao
do Componente Majoritério entre os grupos (83,8 + 1,82% no Primeiro Dia vs. 82,8 +3,19%

no Segundo Dia; Teste de Wilcoxon-Mann-Whitney, W =39.5, p = 1,0).
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Figura 8. Comparacdo da propor¢do do componente majoritdrio (%) na mistura
feromonal entre fémeas que iniciaram o chamamento sexual no primeiro dia
(n=10) e no segundo dia (n=8). As barras representam a média, as barras de erro
indicam o erro padrdo da média (EPM), e os pontos representam os valores de
cada fémea individual. A diferenca ndo foi estatisticamente significativa (Teste

de Wilcoxon-Mann-Whitney, p = 1,0).
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1.12. Efeito do Periodo de Extracao na Producao de Feromonio

A produgdo e composi¢do do feromoOnio foram fortemente influenciadas pelo ciclo

circadiano, com maior atividade na Escotofase.

A producdo de TDTA foi significativamente maior em fémeas coletadas durante a
"Escotofase" (18,38 = 2,03 ng/fémea) em comparacdo com a "Fotofase" (3,36 + 0,63

ng/fémea), conforme o Teste de Wilcoxon-Mann-Whitney (W = 100, p < 0,001).
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Figura 9. Compara¢do da quantidade de TDTA (ng/fémea) entre fémeas
analisadas na Escotofase (n=10) e na Fotofase (n=10). As barras representam a
média, as barras de erro indicam o erro padrdo da média (EPM), e os pontos
representam os valores de cada fémea individual. A diferenca foi

estatisticamente significativa (Teste de Wilcoxon-Mann-Whitney, p < 0,001).
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Para o composto TDDA, embora a média tenha sido maior na "Escotofase" (3,72 +

0,64 ng/fémea) do que na "Fotofase" (2,30 + 0,28 ng/fémea), a diferenca ndo atingiu

significancia estatistica (Teste t de Welch; p = 0,075).
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Figura 10. Comparacdo da quantidade de TDDA (ng/fémea) entre fémeas
analisadas na Escotofase (n=10) e na Fotofase (n=10). As barras representam a
média, as barras de erro indicam o erro padrdao da média (EPM), e os pontos
representam os valores de cada fémea individual. A diferenca nio foi

estatisticamente significativa (Teste t de Welch, p = 0,075).
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Adicionalmente, a composi¢do da mistura feromonal foi afetada, com uma propor¢ao
significativamente maior do Componente Majoritario no grupo "Escotofase" (83,8 + 1,82%)
em comparag¢do com o grupo "Fotofase" (58,5 + 2,41%), conforme o Teste de Wilcoxon-

Mann-Whitney (W = 100, p < 0,001).
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Figura 11. Comparacio da propor¢do do componente majoritdrio (%) na mistura
feromonal entre fémeas analisadas na Escotofase (n=10) e na Fotofase (n=10).
As barras representam a média, as barras de erro indicam o erro padrido da média
(EPM), e os pontos representam os valores de cada fémea individual. A diferenca
foi estatisticamente significativa (Teste de Wilcoxon-Mann-Whitney, p <

0,001).
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DISCUSSAO

A andlise do chamamento sexual em fémeas virgens de P. absoluta revelou uma
sincronia nas fases iniciais da vida adulta, com 80% das fémeas iniciando o comportamento
entre o primeiro e o segundo dia pés-emergéncia. Essa rdpida ativacdo reprodutiva é uma
consequéncia direta da maturacdo fisiolégica precoce da espécie. O desenvolvimento
ovariano em P. absoluta inicia-se no final do estdgio pupal, permitindo que as fémeas
emerjam ja com a estrutura ovariana formada. Embora a maturacdo completa dos ovdcitos
seja um processo que se estende por vdrios dias, progredindo através de cinco estdgios até o
pico de oviposi¢ao (Yang et al., 2023), essa prontidao estrutural permite que o chamamento
sexual possa comecar ja no primeiro dia. Em um estudo com uma populacao de P. absoluta,
Lee et al. (2014) constataram copula em mais da metade das fémeas ja na manha seguinte a
emergéncia, comportamento semelhante ao descrito em outros gelequideos, como

Pectinophora gossypiella (Leppla, 1972).

Apesar da concentracdo do inicio do chamamento sexual nos dois primeiros dias,
aproximadamente 20% das fémeas apresentaram ativagao tardia entre o terceiro e o sexto dia.
Esse padrao ja foi descrito em Keiferia lycopersicella, onde, embora algumas fémeas
iniciaram o chamamento sexual na primeira escotofase, o pico populacional do chamamento
sexual ocorreu na terceira noite (McLaughlin et al., 1979), e em Copitarsia consueta, cujas
fémeas iniciam o chamamento sexual apenas apds o segundo dia (Rojas & Cibridn-Tovar,
1994). Os dados mostram que a emergéncia do adulto da pupa ndo garante que o inseto ja
estd pronto para reproduzir-se, € que o tempo para atingir a maturidade sexual varia entre

individuos da mesma espécie, o que reflete variacdes endégenas na maturagdo fisiologica.

Essa variacdo revelou-se um fator chave para o perfil temporal do chamamento sexual,
pois fémeas de maturagdo tardia iniciaram a atividade mais cedo na escotofase e com maior
intensidade. Esse adiantamento no hordrio € interpretado como um mecanismo
compensatorio. A literatura demonstra que, com o avango da idade, a capacidade de produgao
de feromodnio em mariposas diminui (Delisle & Royer, 1994). Em resposta a essa menor
capacidade quimica, fémeas mais velhas tendem a iniciar o comportamento de chamamento
sexual mais cedo, um ajuste fisioldgico que aumenta suas chances de atrair parceiros e reduz

a competi¢do direta com fémeas mais jovens e quimicamente mais atrativas (Delisle, 1992;
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Xiang et al., 2010). O padrdo temporal observado, com a atividade concentrada no final da
escotofase e se estendendo até o inicio da fotofase, confirma o comportamento sexual matinal

da espécie, em concordancia com observacdes de campo (Hickel & Vilela, 1991).

A compreensdo dos mecanismos fisiologicos por tras desses padrdoes comportamentais
passa pela andlise da regulacdo hormonal da produgdo de feromonio. Em muitas mariposas,
a biossintese é controlada pelo Neuropeptideo Ativador da Biossintese de Feromonio
(PBAN), liberado pelo ganglio subesofidgico (Jurenka, 2017). A ligacdo do PBAN a
receptores na glandula feromonal desencadeia uma cascata de sinalizacdo intracelular que
ativa enzimas-chave da via biossintética, como redutases e acetiltransferases. A idade
fisiol6gica, portanto, estd diretamente correlacionada a essa regulagdo hormonal, pois o

estado de maturacdo do sistema reprodutor da fémea determina a liberacdo de PBAN e a

subsequente ativa¢do da produgdo de feromonio (Rafaeli & Jurenka, 2003).

A comparacdo em nosso estudo entre fémeas com chamamento sexual ativo (glandula
exposta) e fémeas sem atividade de chamamento sexual (glandula ndao exposta) evidenciou
que a produgdo de TDTA e TDDA foi significativamente maior no primeiro grupo. Esse
resultado € coerente com estudos em Chloridea virescens, nos quais a exposi¢ao da glandula
estd associada a uma maior taxa de produ¢do e menor degradacdo interna dos compostos
feromonais (Foster et al., 2020). Isso indica que a produ¢do maxima depende do estado de
maturidade sexual e ndo apenas da idade cronoldgica. Este achado contrasta com a
abordagem de outros estudos, como o de Dominguez et al. (2019), que quantificaram a
producdo de feromoOnio baseando-se apenas na idade cronolégica das fémeas. Ao ndo
controlar o estado comportamental (glandula sexual exposta ou ndo exposta), € provavel que
suas amostras incluissem f€émeas fisiologicamente heterogéneas, resultando em uma média
de producdo inferior. Portanto, nosso resultado destaca a importincia de considerar o estado
de chamamento sexual em estudos de quantificacdo, pois andlises baseadas apenas na idade
cronologica podem subestimar a verdadeira capacidade mdxima de produgdo feromonal da

espécie.

A influéncia da maturidade fisiol6gica na producdo também foi confirmada ao se
comparar fémeas que iniciaram o chamamento sexual no primeiro dia com aquelas que o

fizeram no segundo dia. Os resultados deste trabalho indicam que fémeas que atingem a
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maturidade fisiolégica de forma mais precoce apresentam uma maior capacidade
biossintética, produzindo niveis significativamente mais altos de TDTA e TDDA. A
correlacdo entre a prontiddo reprodutiva e a capacidade de sinalizacdo quimica sugere que a
producdo de feromdnio estd funcionalmente acoplada a maturacdo ovariana, garantindo que
0 maior investimento em sinalizacdo ocorra no momento de maior fertilidade. (Jurenka,
1996). Essa tendéncia de reducdo progressiva da produ¢do com o avanco da idade ji foi
registrada em outras espécies de mariposas como Phthorimaea operculella, espécie da
mesma familia, na qual a produgao de feromdnio também diminui, sendo que a quantidade
no quarto dia era aproximadamente a metade da encontrada no primeiro dia (Ono et al.,
1990). Essa menor producdo em fémeas mais velhas fisiologicamente tem uma consequéncia
bioldgica direta, em Choristoneura rosaceana, por exemplo, a menor quantidade de
feromdnio na glandula foi diretamente correlacionada a uma queda na atratividade em campo

(Delisle & Royer, 1994).

Embora a tendéncia geral de um pico de produ¢do no inicio da vida seja comum, o
momento exato desse maximo pode variar entre espécies. Em Agrotis ypsilon, por exemplo,
ele ocorre apenas no terceiro dia (Xiang et al., 2010), evidenciando a ado¢do de diferentes
estratégias de maturagdo fisiolégica entre lepidépteros. Um padrao semelhante de maior
investimento energético na producdo feromonal durante os primeiros dias de vida virgem
também foi descrito em percevejos, nos quais a emissdo declina progressivamente com a
idade (Yamane & Yasuda, 2014), sugerindo tratar-se de um mecanismo conservado entre

ordens.

Além da regulacdo da quantidade, a composicdo da mistura feromonal revelou-se um
trago dindmico. Por um lado, a proporcao entre TDTA e TDDA permaneceu estavel entre as
fémeas que iniciaram o chamado sexual no primeiro e no segundo dia. Essa constancia na
composi¢do da mistura feromonal no inicio da vida reprodutiva € crucial para garantir o
reconhecimento especifico pelo macho (Collins & Cardé, 1985). Um padrao também
observado em outro gelequideo, Pectinophora gossypiella, que apresenta pouca variagdo na
composi¢do da mistura dos compostos feromonais nos primeiros dias de vida das f€meas

com coeficiente de variacdo de apenas 5,3% (Collins & Cardé, 1985).
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Por outro lado, a composi¢do foi significativamente modulada tanto pelo estado
comportamental, ou seja, se a fémea estava ou ndo em chamamento sexual (glandula exposta
ou nao exposta), quanto pelo fotoperiodo, definido como o momento da extragdo durante a
fase clara ou escura. A explicacdo para ambos os fatores residia na regulacdo hormonal da
biossintese. O estado comportamental de chamamento sexual refletia diretamente a condicao
fisiologica de maturidade da fémea e indicava que a cascata hormonal, mediada pelo
neuropeptideo PBAN, encontrava-se ativa naquele momento, estimulando as enzimas-chave
da producido (Rafaeli & Jurenka, 2003). Consequentemente, as fémeas que nio estavam em
chamamento sexual, por ndo estarem hormonalmente ativadas, apresentaram menor
producdo e uma propor¢do distinta da mistura feromonal. De forma similar, o fotoperiodo
atua como o principal regulador externo, pois a luz inibe a liberacio de PBAN e, portanto,
cessa a biossintese, o que explica a dréstica reducdo e alteragio na propor¢do do feromdnio
observada nas extragOes realizadas durante a fase clara (Rafaeli & Jurenka, 2003). Variagcdes
na propor¢do dos componentes feromonais também foram observadas em P. operculella ao
se analisar fémeas em diferentes idades e momentos do dia, com a propor¢cdo de um dos

compostos podendo variar de 16% a 71% entre individuos (Ono et al., 1990).

A importancia biolégica dessa regulacdo € fundamental, pois o sistema nervoso dos
machos € sintonizado para decodificar propor¢des rigorosas, a ponto de compostos
isoméricos incorretos poderem inibir completamente a atragao (Svatos et al., 1996). Assim,
as alteracdoes de proporcao observadas neste estudo, que até entdo nao haviam sido
documentadas para P. absoluta, provavelmente modulam a atratividade das fémeas e

acrescentam uma camada adicional de complexidade a sua sinalizagdo quimica.

E importante destacar que a utilizacdo de extratos glandulares para inferir a
composi¢do da mistura feromonal é metodologicamente valida, uma vez que estudos em
Heliothis zea mostraram correspondéncia direta entre a propor¢cao dos componentes na

glandula e a propor¢ao liberada no ar (Pope et al., 1982).

A complexidade da comunicacido quimica, que envolve tanto a emissdo do sinal pela
fémea quanto a sua percep¢do pelo macho, ajuda a explicar a aparente discrepancia entre a
resposta ideal observada em laboratério e a eficicia das armadilhas em campo. Essa

discrepancia reside no fato de que, embora a mistura feromonal completa (TDTA + TDDA)
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seja biologicamente mais atrativa em testes controlados de curta distancia (Svato$ et al.,
1996), armadilhas contendo apenas o componente majoritario (TDTA) sdo eficazes para a

atracdo a longa distancia na préatica (Ferrara et al., 2001).

Nossos resultados confirmam que o sinal emitido pela fémea € dindmico e ndo
estatico. O estado fisioldgico do macho receptor também é um fator crucial, pois foi
demonstrado que machos virgens e acasalados de P. absoluta respondem de maneira
diferente as iscas. Mamani Huayhua (2022) observou que armadilhas com o componente
majoritdrio tendem a capturar mais machos virgens, enquanto as fémeas vivas, que emitem

o sinal completo e dindmico, atraem preferencialmente machos ja acasalados.

Este trabalho avanga o conhecimento ao investigar a regulacdo da sintese de
feromdnios sob a 6tica da idade fisiol6gica, um aspecto central, porém pouco explorado na
literatura para a espécie. Os dados obtidos nao apenas esclarecem aspectos fundamentais da
biologia reprodutiva da traga-do-tomate, mas também oferecem subsidios praticos para a

otimizacdo de tdticas de controle comportamental.

Ao determinar a capacidade mdxima de producdo de feromdnio em fémeas
fisiologicamente ativas, este estudo fornece um parametro mais preciso para a calibragao de
doses em técnicas de interrupcdo de acasalamento. Adicionalmente, a descoberta de que a
propor¢ao da mistura feromonal é modulada por fatores enddgenos, como o estado
fisiolégico de chamamento sexual, e por fatores exdgenos, como o momento do dia
(claro/escuro), abre perspectivas para o desenvolvimento de iscas que reproduzam de forma
mais fiel o sinal natural, aumentando a especificidade e a eficidcia de programas de

monitoramento e captura massal.
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CONCLUSOES

A presente dissertacio demonstrou que a sinalizacdo sexual em Phthorimaea
absoluta é regulada de forma integrada pela maturidade fisioldgica, pelo estado
comportamental (glandula sexual exposta ou ndo exposta) e pelo fotoperiodo de 12:12 horas.
Observou-se que a maioria das fémeas inicia o chamamento sexual nos dois primeiros dias
de vida adulta, evidenciando uma maturacdo precoce, e que o estado ativo de chamamento
sexual estd diretamente associado a maior producdo de feromoOnio, constituindo um
marcador fisioldgico de mdxima capacidade biossintética. Fémeas que iniciaram o
chamamento sexual no primeiro dia apresentaram maior produg¢do de TDTA e TDDA,

indicando que a precocidade fisioldgica estd associada a um maior investimento quimico.

A composi¢do da mistura feromonal manteve-se estdvel quando considerada apenas
a idade fisiolégica inicial das fémeas, mas apresentou ajustes sutis relacionados ao estado
comportamental de chamamento sexual, mostrando que a qualidade do sinal pode ser
modulada por fatores internos. Além disso, a producdo de feromdnio variou de forma
consistente ao longo do fotoperiodo, com maior quantidade durante a fase escura,
coincidindo com o periodo de maior atividade de chamamento sexual, o que evidencia a

influéncia de fatores exdgenos sobre a emissao quimica.

Ressalta-se que ndo foram testados diferentes regimes de fotoperiodo, pois o
objetivo foi avaliar a produgdo feromonal sob condi¢des controladas e padronizadas,

assegurando a comparabilidade entre os grupos experimentais.

Ainda assim, o fato de a espécie apresentar a maior parte do seu comportamento
sexual na fase escura, mas também estender essa atividade a fase clara, sugere a necessidade
de novos experimentos que avaliem a influéncia de diferentes regimes de luz sobre a emissao
e a percep¢ao do sinal quimico. Nesse mesmo contexto, um caminho promissor para
pesquisas futuras consiste em integrar andlises eletroantenograficas e testes
comportamentais de machos expostos a emissoes reais de fémeas em distintos fotoperiodos

e em diferentes condicdes fisiologicas.
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Essa abordagem pode ser expandida para incluir tanto fémeas virgens quanto
acasaladas, além de machos em diferentes estados sexuais, permitindo correlacionar a
producdo glandular com a percep¢do efetiva do sinal e identificar quais combinagdes de

compostos sao mais atrativas.

Com esses novos achados serd possivel avangar ainda mais no conhecimento da
biologia reprodutiva de P. absoluta e aprimorar o desenvolvimento de iscas mais eficazes

para programas de monitoramento e captura massal.
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