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Introducao

Apesar de toda tecnologia desenvolvida nas ultimas décadas na moderna agricultura, algo em torno de
37% do total da producgéo ¢ perdida a cada ano devido a insetos (13%), patdgenos (12%) e as plantas
invasoras (12%). O mercado de defensivos agricolas no pais € de cerca de US$ 2,3 bilhdes, sendo que
26,9% de inseticidas, 3,7% de acaricidas, 17,9% de fungicidas e 51,4% de herbicidas

(http://www.sindag.com.br/). No entanto, o crescente aumento do uso de agroquimicos na agricultura

nao é sustentavel a longo prazo, especialmente porque esses produtos poluem o ambiente e os

alimentos, compromete a vida silvestre e coloca em risco a saude do préprio homem.

A demanda social pela preservagao do meio ambiente e por alimentos livres de agrotoxicos tém
imposto a ciéncia a ciéncia um novo paradigma de exploragéo dos recursos naturais a disposi¢ao da
agricultura. Neste sentido, a Ecologia Quimica apresenta alternativas para o desenvolvimento de novas

tecnologias auto-sustentaveis.

As informacgdes disponiveis mostram que os produtos de origem bioldgica, por agirem somente sobre
as pragas-alvo, favorecem o controle biolégico natural contribuindo para a sustentabilidade do

agroecossistema.

A descoberta das substancias que intermedeiam as relagdes entre organismos da mesma espécie,
denominadas feromonios, e entre espécies, denominada, aleloquimicos permitem o desenvolvimento de
novos produtos para uso no manejo integrado de pragas. Os feromdnios agem na comunicagao
intraespecifica e séo classificados, segundo sua fungdo, como feromébnios de alarme, sexual, atragéo,
agregagao, entre outros. Os aleloquimicos agem na comunicagao interespecifica e pode ser dividido em

trés classes: cairomoénios, um composto ou uma mistura de compostos que beneficia o receptor do



sinal, alombnio beneficia 0 emissor do sinal e sinomdnio que € um sinal que beneficia tanto o emissor
como o receptor. Os aleloquimicos podem ter origem tanto de plantas como de insetos, alimentos ou
outras fontes (DICKE e SABELIS, 1988).

A importancia de feromoénios em programas de manejo de pragas durante as ultimas quatro décadas
tem sido documentada por varios autores (ALDRICH e YONKE, 1975; BORGES e ALDRICH, 1992;
FARINE et al. 1992; BLATT et al. 1998; LUSBY e KOCHANSKY, 1986; BORGES et al, 1998a, 1998b).
Estes compostos tém varias vantagens quando comparados aos pesticidas quimicos: (1) séo
especificos, (2) ndo afetam populagbes de pragas secundarias ou inimigos naturais, e (3) tem baixa
toxicidade a mamiferos (SILVERSTEIN, 1981). O uso de feromdnios como um método direto de
controle de pragas ou para o monitoramento de popula¢des pode contribuir para prevenir o uso
indiscriminado de inseticidas (KYDONIEUS e BEROZA, 1982; ROELOFS, 1980).

Ha dois pontos cruciais na pesquisa com semioquimicos um deles é a pequena quantidade produzida,
principalmente pelos insetos, que requer equipamentos bastante sensiveis, e 0 segundo € comprovar a
atividade bioldgica de um semioquimico através de bioensaios que, no geral, requerem longos periodos

de experimentacao até o estabelecimento da bioatividade deste(S) composto(S) quimico(S).

Algumas destas limitagdes tém sido minimizadas com o avango das técnicas analiticas. Hoje em dia, é
possivel identificar feromdnios sexuais e outros semioquimicos usando um unico individuo. Através de
técnicas como extragdo de semioquimicos na fase soélida ou na fase vapor e uso de injetores de
cromatografia com sistema de dessorgdo térmica, é possivel aumentar a sensibilidade e eliminar etapas

de eluigcao e uso de solventes.

Contudo, a realizacdo de bioensaios ainda é uma etapa laboriosa, consumindo uma percentagem de
tempo elevada no processo de identificacdo de semioquimicos, ja que é necessario realizar uma série
de bioensaios com uma variedade de compostos e mistura de compostos em diferentes concentragdes.
A eletroantenografia € uma técnica que utiliza a antena do inseto como um biossensor na identificagao
de moléculas eletroativas para o inseto, diminuendo assim o nimero de moléculas candidates a serem
bioativas. A antena ou mesmo a cabeca do inseto pode ser fixada entre dois eletrodos e quando a
antena recebe um “puff” de estimulo quimico ao qual tenha sensibilidade ha uma variagdo no potencial

elétrico que é registrado.

A eletroantenografia pode analisar compostos puros de forma individual e extratos brutos com
multicomponentes presentes, neste ultimo caso a eletroantenografia é acoplada a cromatografia
gasosa, mas para identificar qual o papel deste composto, bioensaios em laboratério e em campo

devem ser conduzidos.

Este artigo pretende mostrar, através das experiéncias da equipe da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, como a eletroantenografia pode ser usada para auxiliar na pesquisa com semioquimicos

e as facilidades para montar um sistema de EAG ou GC-EAG.



A antena é o nariz do inseto: morfologia e transmissao do estimulo

A antena do inseto e outros artropodes é um drgao especializado na captagao e transmisséo de
estimulos olfativos e mecanicos. Elas podem discriminar a minima mudancga no sinal quimico, seja na
concentragdo do composto, na composigao e na sua isomeria, o que confere a antena uma excelente

especificidade e sensibilidade.

Para entender como a antena percebe os semioquimicos é necessario observar sua morfologia. Toda
antena de inseto tem a mesma estrutura basica. A antena é dividida em uma série de segmentos cujo
numero pode variar entre espécies. Nos percevejos ha trés segmentos principais, o primeiro € chamado
de escapo, o segundo segmento € o pedicelo, e o conjunto dos outros segmentos é chamado de flagelo
(Figura 1). Em geral nas antenas de insetos adultos, no escapo e no pedicelo esta localizado a maior
parte dos sensores mecanicos (CHAPMAN, 1998) e no flagelo estédo os receptores quimicos, térmicos,
principalmente nos segmentos mais distais da cabega (por exemplo, F1 e F2, Figura. 1) (ZACHARUK,
1985). Esses receptores ficam nos pélos, chamados de sensilas, que observamos em um microscépio.
Existem diferentes tipos de sensilas que podem ser divididas em trés grandes categorias: sensilas com
poros distribuidos por toda a cuticula (multiporosas); sensilas com um poro na ponta (uniporosas); e
sensilas sem poros. As mais importantes em recepgao de feromdnios e outras sustancias odorantes
sao as sensilas multiporosas, enquanto as uniporosas sao principalmente gustativas e as sem poros sao
importantes como mecanosensitivas e termosensitivas. No entanto, ha excecgdes e é possivel encontrar

sensilas uniporosas e sem poros com fungao olfativa.

Foto: Cleonor C. A. Sllva

Figura 1. Eletromicrografia de varredura (SEM) da antena do macho e da fémea de E. heros mostrando os trés segmentos e suas
subunidades. F=Flagelo (F1e F2 = primeiro e segundo segmento do flagelo; P1 e P2 = primeiro segundo segmento do pedicelo;
E = escapo. Barra = 1 mm.

Existem diferentes tipos de sensilas, tricdides, basicdnicas e estas apresentam subtipos, Nos machos
da mariposa Antharea polyphemus foram identificasdos 60.000 sensilas tricéide, responsavel pela
detecgdo do feromonio sexual, e 10000 sensilas basiconicas, responsaveis pela detec¢ao de outros
odors, ja nas fémeas dessa espécie ndao foram encontradas sensilas tricdide, mas foram identificadas
12.000 sensilas basiconicas. As fémeas das mariposas sao as responsaveis pela liberagdo do

feroménio sexual, 0 macho usa esse feroménio para localizar a f€mea para acasalamento, por isso



somente os machos tem sensilas tricoides, ja as fémeas precisam ter um eficiente sistema pra localizar
odores de plantas, para colocar os ovos, o que explica o maior numero de sensilas basicénicas. Mas
nem todos os insetos seguem esta ldgica. Nos percevejos nao foram identificados diferengas
qualitativas das sensilas, somente quantitativas (Cavalcante, dados nao publicados) Foram identificadas
diferentes tipos de sensilas na antena de fémeas de E. heros. As sensilas basiconicas (Sb) apresentam
cuticula simples, com ranhuras longitudinais e um grande niumero de poros e sao facilmente
distinguiveis uma das outras quanto ao formato e inser¢do da base (Fig. 2 A, B, C, D). As sensilas
tricddeas1 (St1) séo pélos finos, longos, com comprimento variavel. A parede € lisa, sem poros e a
base se encaixa numa saliéncia da cuticula, ja as sensilas tricédeas 2 (St2). sdo mais longas e
articuladas na base, a cuticula pode ser lisa ou com ranhuras longitudinais e uma leve depressao no

apice, indicando a abertura de um poro.



Figura2.2AeB — i = : m.

C — sensila basiconica SB1 mostrando a presence de estrias e poro na sua extrerr‘llidade. Bar = 2 ym, D-sensila BS2 as setas
indicam a presence de poros por sua extengdo. E sensila Sb4 encontrada no pedicelo. F. Sensila tricoide St1 localizada no
flagelo 1.

A estrutura interna da sensila consiste, principalmente, da estrutura dos receptores neuronais de
olfagdo (ORN, sigla do inglés olfactory receptor neurons) que a compdem. Os ORN tém uma segéo
central chamada soma ou dendrito interno, desta segdo saem duas extensdes: uma chamada dendrito
externo, que atravessa a sensila inteira e esta mergulhada em um meio aquoso, chamado de linfa
sensilar, onde ocorre a recepg¢ao da molécula de odor e a outra chamada axdnio responsavel condugao
do estimulo até os lobos antennais do deutocérebro que processam a informagao (STENGL et al.,
1999) (Fig 3).

Foto: Cleonor C. A. Sllva
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Até pouco tempo atras nao se sabia muito bem como moléculas de odores estimulavam as células
nervosas dentro das sensilas. O principal desafio era descobrir como moléculas odoriferas, no geral
hidrofébicas (pouco soluveis em agua), eram solubilizadas e transportadas na linfa sensilar de natureza
aquosa (VOGT et al., 1999). Na década de 80 foram identificadas proteinas hidrossoluveis, sendo
chamadas de proteinas ligantes de odores (PLO) (ou OBP, odorant binding proteins, pela expressdo em
inglés) que poderiam agir como um meio de transporte para estas moléculas. Posteriormente, foi
constatado que as moléculas de odores entram na linfa sensilar através de poros tubulares localizados
na cuticula, e uma vez na linfa sensilar, sdo recepcionadas por e pelas PLO e sao transportadas até
moléculas receptoras especificas presentes na superficie externa da membrana do dendrito (STENGL et
al., 1999). O complexo PLO-odorante entdo interage com o receptor neuronal e desencadeia uma
cascata de reagdes bioquimicas secundarias que culminam com a geragao de um sinal elétrico
transmitido através do corpo dendritico (Fig. 3). A interagdo do complexo PLO-odorante com o receptor
neuronal faz com que a PLO perca sua afinidade a molécula odorante e a libere para a degradagéo

enzimatica no interior da linfa sensilar.

- A enzimade
Dendrito degradaczo de odor Poro
Dendritos » /
~ @) Complexo
/ PLO PLO—é)do t )
Poros
Linfa ‘
sensilar A
Odorante no ar
Cuticula -

= Sindl détrico

Axdnio

Foto: Miguel Borges

Figura 3. Diagrama representando uma sensila e as estruturas internas da mesma. A caixa mostra os eventos perireceptivos,
onde o odorante atravessa a cuticula através dos poros (1), na linfa sensilar esto as proteinas ligantes de odor ou feroménio
(PLO), que complexam o odorante (2) para conduzi-lo até a membrana do dendrito (3). O odorante se liga com o receptor na
membrana celular do dendrito, causando o desencadeamento de sinais elétricos (4). O dendrito, o soma e o axénio formam o
neurdnio receptor de odorante (Odorant Receptor Neuron - ORN, pelas siglas em inglés). Apo6s a estimulagéo neuronal, o
odorante é degradado por enzimas especificas (5) até tornarem-se metabdlitos inativos. Adaptagéo de Leal (2005).
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O mecanismo de estimulagao olfativa neuronal em insetos, que culmina com a geragéo de sinal

elétrico, ocorre de maneira similar ao de vertebrados. Na auséncia de odores, ha maior concentragao de
célcio, sédio e cloro do lado exterior da membrana e maior concentracao de potassio e anions

organicos no seu interior. No repouso ha, portanto uma diferenga de potencial eletroquimico (exterior
com predominancia de carga positiva e interior com predominancia de carga negativa) e a membrana
dendritica esta polarizada. Ao haver a interagao do complexo PLO-odorante com o receptor neuronal
dendritico, ha a ativagédo da proteina G acoplada, e por sua vez a ativagédo da fosfolipase C (PLC)
transmembranica que gera inositol-trifosfato (IP  3) e diacilglicerol. O aumento de IP 3 intracelular causa o
influxo de calcio através de canais protéicos calcio-dependentes. Com o aumento de calcio ocorre a
estimulagdo da abertura de canais idnicos pela proteina C quinase (PKC) transmembranica, aumentando
ainda mais o influxo de cations (Fig. 4). Estes eventos provocam a despolarizagdo da membrana
(chamado de potencial de agdo) que se propaga, em forma de uma corrente eletroquimica, até o

axoénio. Em milissegundos, a membrana é repolarizada gragas ao fechamento dos canais iénicos e a
ativagdo de bombas eletrogénicas, que por transporte ativo, restabelecem a diferenga de potencial
eletroquimico no dendrito em repouso (STENGL et al., 1999). Estes sinais de cargas elétricas originado

pelo fluxo de cations através da membrana do axénio é o sinal medido pela eletroantenografia.

Linfa sensilar ..
Ca

2
+ Ca+

Odorante

-
-
S _——m e =—-—

Figura 4. Representagéo simplificada da membrana dos neurdnios que transmitem o sinal elétrico da sensila aos centros de
processamento neuronal do inseto. A membrana em repouso permanece polarizada gragas a diferenga eletroquimica entre a
membrana (negativo dentro da célula e positivo fora). A ligacdo do complexo de proteina ligadora de odorante (PLO) com o
receptor localizado na membrana do dendrito desencadeia uma cascata de reagdes bioquimicas secundarias que culminam com a
geragao de um sinal elétrico. Proteinas de membrana (G, PLC e PKC, vide texto) que participam da cascata de reagdes ativam a
abertura dos canais i6nicos, causando entrada calcio (Ca 2*) (fluxo 1). A elevada concentragdo intracelular de ions Ca 2* ativa o
fluxo de correntes de ions nao-especificos (fluxo 2) e um fluxo dependente do calcio que depende da proteina C quinase (fluxo

3). Os ions calcio tém um papel importante na regulagédo deste processo, ativando e desativando canais (indicado por + € — no
diagrama) (Figura adaptada de STENGL et al., 1999).
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A antena como um detector analitico

O primeiro estudo eletrofisioldgico foi realizado por Schneider (1957) para medir a resposta da antena
da mariposa da seda, Bombyx mori, a volateis do feroménio sexual da fémea. A antena de um macho
foi cortada e fixada entre dois eletrodos. A ponta da antena foi colocada no eletrodo de trabalho e a
base no eletrodo de referéncia, que estava aterrado. Uma solugao salina foi usada para fechar o
circuito e os eletrodos conectados a um osciloscépio. Quando a antena do macho recebeu um “puff”
do feroménio sexual, houve a despolarizagédo da antena e uma deflex&o negativa da voltagem foi
medida no osciloscopio, 1-2 mV, seguido por um lento retorno a linha base (repolarizagdo da antena),
aproximadamente 1 a 2 segundos. Com esta montagem foi possivel medir a atividade de substancias
puras para as antenas dos insetos, somente doze anos depois Moorhoouse et al. (1969) realizaram o
primeiro estudo com o eletroantenograma acoplado ao cromatégrafo gasoso. O acoplamento do
detector de EAG, que tem alta especificidade e sensibilidade, ao cromatografo gasoso, que apresenta
alta resolugao na separacgéo de misturas, permitiu a analise de misturas complexas obtidas diretamente
do inseto ou da planta sem prévios tratamentos. O efluente da coluna do cromatégrafo é dividido e

enviado simultaneamente ao detector de ionizagdo de chama (DIC) e ao EAG.

A técnica de EAG vem sendo aplicada a insetos de diferentes ordens: Lepidoptera, Coleoptera,
Hymenoptera, Hemiptera, Orthoptera e Trichoptera (MOREIRA et al., 2006; LEAL et al., 2008; RUIZ-
MONTIEL et al., 2008; WILLIAMS et al., 2008; INOCENZI et al., 2008; NJAGI et al., 2008), e outros
tipos de animais como caranguejos (STENSMYR et al., 2005). A técnica de EAG é bastante util para
detectar se uma amostra tem componentes com atividade sobre um inseto e através de fragdes da
amostra é possivel isolar os componentes com atividade. Amostras, fragoes e solugdes de padroes
puros podem ser testadas por EAG em poucas horas de trabalho. Obter o mesmo resultado por
bioensaios poderia levar semanas, até meses. Quando ha disponibilidade de GC-EAG, a potencialidade
do equipamento € muito maior, uma vez que é possivel a partir de uma mistura complexa, em menos

de uma hora, fracionar e identificar possiveis compostos ativos ao inseto.

Como descrito anteriormente os eletrodos medem a diferenga de tensio gerada pelo movimento de
ions através da membrana neuronal (descrito acima). Cada célula receptora de odores na antena
funciona como um conjunto de resisténcia e uma fonte de tensdo. Quando a antena é colocada entre

os dois eletrodos e recebe o “puff’ com a substancia quimica, ocorre uma despolarizagao e a tensao
medida entre os dois eletrodos ¢ alterada. O sinal lido € amplificado e enviado através de uma placa
conversora analégico/digital para o computador. O sinal registrado pode ser dividido em quatro fases
(Figura 5): (I) uma rapida despolarizagao; (Il) repolarizagédo da antena; *(lll) hiperpolarizagao, seguido de
(IV) um lento retorno a linha base. Esta resposta no geral depende da dose do composto aplicada (Fig.

5A), concentragdes maiores resultam em despolariza¢gdes mais pronunciadas (Fig. 5B).
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Figura 5. A. Tipica resposta do EAG a pulsos de resposta eletrofisiologica: (l) rapida despolarizacao, (ll) retorno a linha base
(repolarizagao), (Ill) hiperpolarizagéo, (IV) lento retorno a linha base. A linha em verde fornece a inflexdo maxima medida neste
sinal, que é calculada em mV. B. Exemplo de resposta dependente da dose aplicada.

Materiais e Métodos

A Syntech (Syntech — Holanda) é a uUnica fabricante comercial de eletroantenogramas no mundo. No
Laboratério de Bioecologia e Semioquimicos da Embrapa-CENARGEN esté instalado o sistema IDAC-2

com um controlador de fluxo.

O software da Synthec permite exportar os dados obtidos para planilhas de calculos comuns como
Excel ou Origin para posterior analise. Esse sinal, em geral, € normalizado com um sinal de um
composto de referéncia. O composto de referéncia pode ser tanto de uma substancia ativa ou nao para

o inseto.

O crisomelideo Diabrética speciosa € uma importante praga de varias curcubitaceas e ensaios em
laboratérios mostraram sua atragao a extratos aquosos e organicos obtidos de macerados da
curcubitacea Lagenaria vulgaris. Resultados semelhantes foram obtidos em bioensaios em olfatomentro
de quatro escolhas com extratos organicos da L. vulgaris, indicando que compostos volateis desta
planta mudam o comportamento da Diabrotica speciosa (SANTOS et al., 2004). O perfil cromatografico
do extrato organico da Lagenaria vulgaris apresentou mais de 30 compostos. Para identificar quais
destes compostos poderiam afetar o comportamento de D speciosa, bioensaios de eletroantenografia
foram realizadas usando padrdes sintéticos (Sigma Aldrich, Co.) de compostos identificados nos
extratos orgénicos de L. vulgaris como: 1-octanol, (E)-2-hexenal, decanal, nonanol, nonanal, e 6-metil-
5-heten-2-ona. Todos os padrdes foram preparados na concentragao de 10 mg/ml em hexano, Cada

composto foi testado de forma discreta usando o equipamento da Syntech.

Para os bioensaios foram utilizadas antenas de fémeas, as quais foram cuidadosamente cortadas na

base usando pinga e tesoura entomoldgica. A extremidade da antena foi colocada no eletrodo de



trabalho e a base no eletrodo de referéncia. O eletrodo com a antena foi conectado ao pré-amplificador
e um gel condutor foi colocado em quantidade suficiente para cobrir as extremidades da antena nos

eletrodos. Um fluxo de ar umidificado € mantido continuamente sobre a antena para evitar desidratacao

(Fig. 6).

A.-

Eletrodo de Gel-condutor

Figura 6. A. Montagem da antena no eletrodo de prata no sistema de EAG da Synthec. B. Eletrodo conectado a caixa do pré-
amplificador e Y em vidro de borossilicato por onde passa o fluxo de ar umidificado e o composto a ser testado.

Pulsos de 1 segundo, com o composto quimico a ser avaliado, foram emitidos a intervalos de 30
segundos. Apos a emiséo de trés a quatro pulsos por composto, foram emitidos pulsos de n-hexano
com a mesma duragao e intervalo que os anteriormente citados. Os resultados de EAG foram obtidos
usando 5 antenas de diferentes individuos de D. speciosa para cada composto e para cada individuo
foram realizadas 16 medidas com o composto e 32 com o hexano, assim sendo, foram realizados 80
medidas com as antenas de fémeas com cada composto testado (Fig. 7). Os valores médios da
resposta da antena do inseto frente ao hexano (medidos em V) foram usados como valores de
referéncia e comparados com os valores médios da resposta frente aos diferentes compostos avaliados
através de teste t. Em geral, a experimentagdo com cada composto foi de 4 horas de trabalho, o que
ratifica o exposto anteriormente sobre as vantagens da técnica de eletroantenografia para avaliagao de
semioquimicos. Em média as antenas de fémeas de Diabrotica speciosa tém um curto tempo de vida
util em torno de 20 a 30 minutos. Com estes experimentos foi possivel identificar que dois destes
compostos, o decanal e o 6-metil-5-hepten-2-one, podem ter alguma fungdo na comunicagao quimica

destes insetos e deverdo ser testados em bioensaios em olfatbmetros ou arena (Fig. 7).
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Figura 7. Valores médios da resposta da antena de D. speciosa medida em V e erro- padréo para uma série de compostos de
volateis identificados na planta Lagenaria vulgaris. Os simbolos “ns” representam diferengas nao-significativas e “***”
representam diferencas significativas, significativas entre os valores medidos quando a antena foi estimulada com os compostos
ou com solvente (n-hexano), de acordo com o teste estatistico t de Student (P <0,0017).

Sistemas comerciais como o da Synthec ndo permitem ter controle sobre os pardmetros de medida,
bem como sobre a forma de apresentagao dos resultados, além de apresentar um elevado custo para
sua aquisigao. Sendo assim, a equipe do Laboratério de Bioecologia e Semioquimicos de Insetos da
Embrapa CENARGEN juntamente com pesquisadores da Embrapa Instrumentagdo Agropecuaria
(CNPTIA) trabalharam no desenvolvimento de um eletroantenograma. O sistema elaborado é

representado no fluxograma abaixo (NAIME et al., 2006) (Fig. 8).

Antena de | —» —>  Pré —amplificador Gréficos e
Eletrodo P \ Placa de
e > Arquivos:
Aquisicéo
Amplificador ~A
oo T
. Cromatografo Computador
Semioquimico Antenograma
a Gas

Figura 8. Diadf8ma em blocos do eletroantenograma, construido pela equipe da Embrapa.

No sistema desenvolvido por Naime et al. (2006) o eletrodo de referéncia € mével (Fig. 9A), permitindo
ajustar a distancia entre os dois eletrodos, sendo possivel usar antenas menores, da ordem de 1 uym,. O
eletrodo de referéncia é aterrado e o eletrodo de trabalho é conectado na entrada de um pré-
amplificador de instrumentag&o com resisténcia de entrada (10 > ), assim é preservada a baixa
poténcia gerada pela antena que tem resisténcia interna da ordem de 10 & . A amplitude da tensao

gerada pela antena aumenta com o incremento da concentracdo do estimulante, quando este apresenta
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atividade sobre o sistema olfativo do inseto, até que seja atingido um nivel de saturagéo. Essa

amplitude é dependente principalmente da natureza do estimulo, da espécie do inseto, do sexo, entre
outros fatores. A faixa de amplitude da tensé&o vai desde microvolts até algumas unidades de milivolts.
Os eletrodos de fio de platina foram montados em um conector BNC, onde a distancia entre eles pode
ser regulada girando o parafuso conectado ao eletrodo de referéncia (aterrado) conectado a carcaga do
BNC e a malha do cabo coaxial (Figura 9A). O outro eletrodo que permanece fixo esta conectado ao
condutor central do BNC e do cabo coaxial. A Fig. 9B mostra a foto do pré-amplificador montado em

sua blindagem metalica. O conector da esquerda traz o sinal do eletrodo, o conector superior recebe as

tensdes de alimentagéo e o conector da direita conduz o sinal de saida para o amplificador.

Foto: Miguel Borges

Figura 9. A. Eletrodos para conexao da antena. B. Pré-amplificador.

Montagem do EAG ao cromatégrafo gasoso

A Fig. 10 mostra a montagem para a divisdo do fluxo no interior do forno do cromatédgrafo gasoso para
os detectores de EAG e ionizagdo de chama (DIC). Para a montagem foi utilizado um cromatdgrafo
gasoso da Perkin ElImer composto por dois injetores e dois detectores de ionizagao de chama. Um dos
detectores foi desativado e o sistema de aquecimento usado para a saida do efluente para o EAG. E
importante manter o bloco de aquecimento para evitar a condensagao do efluente saindo do forno do
GC. A coluna usada nesta montagem € uma 100% metil polisiloxano (DB-1), com as seguintes
dimensodes 30 m de comprimento e 0,25 mm de didmetro externo e espessura de filme de 0,25 pm.
Antes da divis&o do fluxo foi acoplada a coluna um “make-up” gas usando um “T” em ago inoxidavel.
Este gas € necessario para evitar re-fluxo e garantir que os dois fluxos alcancem simultaneamente os
detectores. O fluxo foi dividido usando um Y em borossilicato, apds a divisdo a coluna que conduz o
fluxo ao EAG tem o diametro ligeiramente maior (0,53 mm) do que a coluna usada para o DIC (0,25

mm), isto para permitir que a maior parte da amostra alcance o detector de EAG (a antena).



Fotos A — B - C: Miguel Borges

Figura 10. A. Conexdes do make-up gas usando em T em ago inoxidavel para combinar o fluxo do make-up gas com o fluxo da
coluna; B. Conector em “T” ampliado. C. Entrada da coluna para o DIC e entrada da coluna para o EAG.

A coluna passa através de um tubo de cobre que a mantém aquecida até alcangar a camisa de
refrigeracao (Figura 11C). O eletrodo com a antena do inseto é colocado em um das extremidades da
camisa mais proxima a saida da coluna. Na outra extremidade da camisa ha a entrada de ar para
manter a umidade na antena (Fig. 11 B). O ar é filtrado usando carvao ativado e a agua que circula na
camisa é resfriada com gelo. E importante que a antena fique bem préxima da saida da coluna, caso
contrario pode haver perda por dispersao ou mesmo condensacgao do efluente e o fluxo da coluna néo

chega a antena. O resfriamento na camisa é necessario para minimizar o efeito de aquecimento do

forno do GC sobre a antena, que pode ressecar e perder a sensibilidade ou mesmo parar de responder.

18
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guid . A OMdLioyrdio gdsos0 Ud FEelr er-Autosystem XL uSad0 Pdrd O dcopid
cromatografo onde foi colocada a camisa de refrigeragéo. C. Saida da coluna capilar para a camisa de vidro. D. Eletrodo de
platina montado préximo a saida da coluna.

A eletroantenografia € uma ferramenta muito Util para auxiliar o pesquisador a identificar
semioquimicos eletrofisiologicamente ativos a um determinado inseto em uma mistura complexa de
compostos. A Figura 12 representa um trabalho desenvolvido pelos pesquisadores da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia, que exemplifica a resposta da antena do parasitéide de ovos
Telenomus podisi a mistura de volateis obtidos da aeragdo de uma planta de soja variedade Conquista.
O tragado superior na Fig. 12 mostra a resposta da antena do inseto aos compostos presentes na
mistura de volateis obtidos da soja (tragado inferior obtido no detector de ionizagdo de chama). A
resposta obtida do EAG é simultdnea a resposta do DIC, desta forma é possivel saber qual composto o

inseto esta respondendo.

Foto: Miguel Borges



6-M etil-5-hepten-2-ona(l),
limoneno(2),

citronelal(4),

Compostos 5 e 6 sdo desconhecidos.

N

Figura 12. Resposta da antena do parasitdide de ovos T. podisi a volateis da soja Conquista. Tragado superior resposta da antena
do inseto. Tragado inferior resposta do detector de ionizagdo de chama.

O cromatograma dos volateis da soja apresenta uma série de compostos, dos quais em torno de 30
teriam potencial para ser testados no manejo de insetos. Através dos resultados do GC-EAG foi
possivel identificar que somente 5 destes compostos foram eletrofisologicamente ativos a antena do
parasitéide de ovos T. podisi. Trés destes compostos foram identificados por espectrometria de massas
como sendo a cetona 6-metil-5-hepten-2-ona, e os terpenos limoneno e citronelal. Os outros dois
compostos nao foram identificados. Desta forma, os bioensiaos a serem conduzidos podem ser
iniciados com estes compostos usando padrdes sintéticos ou através das fracbes da amostra contendo

estes compostos.

Para o desenvolvimento de métodos alternativos de controle de insetos-praga eficientes e sustentaveis
deve ser gerado conhecimento detalhado de varios aspectos da biologia, comportamento e quimica
destes insetos e de seus inimigos naturais. Para isto sdo necessarias tecnologias de ultima geragéo
para a pesquisa da fisiologia dos insetos. A técnica de eletroantenografia € uma metodologia que pela
sua sensibilidade e confiabilidade tem resultado de grande utilidade para estudos de ecologia quimica
sendo, em muitos casos, a principal ferramenta para a identificacdo de feromoénios. Por exemplo,
insetos como os microlepidopteros (LEAL et al., 2008, MOREIRA et al., 2006), que liberam

quantidades diminutas dos componentes do feroménio sexual, estando muitas vezes abaixo do nivel de
detecgéo do cromatdgrafo gasoso e do GC-MS, é necessaria uma quantidade enorme de insetos, (1000
glandulas, por exemplo) para conseguir obter tragos do composto no detector de DIC. A antena do
inseto € bem mais sensivel e pode dizer com confiabilidade se ha compostos eletroativos presentes na
amostra que muitas vezes o detector DIC nao detecta. A técnica também & muito Gtil para identificar

possiveis compostos bioativos em amostras complexas, como mostradas nos estudos conduzidos em
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nosso laboratério para a identificagdo de compostos ativos da Lagenaria vulgaris para a D. speciosa
(SANTOS et al., 2004) e do parasitdide de ovos Telenomus podisi a volateis da soja (MORAES et al.,
2005). Fémeas de D. speciosa responderam para somente dois dos seis compostos testados. Assim
bioensaios podem ser conduzidos em olfatometria com estes dois compostos em diferentes
concentragdes, isolados e/ou combinados, podem posteriormente mostrar, através da anadlise do

comportamento dos insetos se é possivel sua utilizagdo para o manejo destes insetos no campo.
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