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RESUMO

No contexto da comunicagdo quimica dos insectos as feromonas e cairomonas s3o
substéncias que assumem um papel condicionante do seu comportamento. A atrac¢io sexual e
a agregagio de conspecificos, por um lado, e a localizagfio e seleccdo do hospedeiro, por

outro, sio fendmenos mediados, respectivamente, por aquele tipo de substéncias.

Phoracantha semipunctata é um insecto xiléfago, nativo da Austrélia, que tem como
hospedeiros preferenciais diversas espécies do género Eucalyptus. Este insecto foi introduzido
em Portugal, tendo-se constituido numa importante praga de plantagbes de eucalipto,
especialmente nas regides sul e centro-sul do pais.

Estudos electrofisiolégicos previamente realizados demonstraram a presen¢a de
neurorreceptores olfactivos antenares sensiveis a compostos das misturas volateis de espécies
hospedeiras e ndo hospedeiras. Por sua vez, estudos comportamentais evidenciaram a
importincia do odor de E. globulus no comportamento de voo de P. semipunctata, enquanto,
no plano das relagdes intraspecificas, os estudos comportamentais realizados sugeriram a
possibilidade das antenas assumirem um papel interveniente no processo de pesquisa €
reconhecimento de conspecificos. A hipétese de uma mediagdo quimica intraspecifica foi,
neste contexto, também admitida, em resultado da observagio comportamental de
tacteamento, via palpos maxilares e labiais, do protérax da fémea pelo macho.

Partindo dos pressupostos comportamentais e electrofisiolégicos referidos, o presente
trabalho estabeleceu como objectivos fundamentais caracterizar os aspectos morfologico-
funcionais do sistema quimiorreceptor e glandular de P. semipunctata. Um conhecimento que
visa contribuir para uma compreenséo integrada dos mecanismos inerentes a quimiorrecep¢ao
e producio glandular de P. semipunctata, tendo por referéncia as relagdes interspecificas
(insecto/arvore-hospedeira) e intraspecificas (insecto/insecto), na perspectiva de apuramento

de uma possivel estratégia de controlo integrado de populagdes de P. semipunctata.

Deste modo, a presente tese compreende quatro aspectos fundamentais. Assim, o
primeiro aspecto relaciona-se com o estudo ultrastrutural do sistema quimiorreceptor antenar.

O seu objectivo consiste em identificar e caracterizar os diferentes tipos de sensilas
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quimiorreceptoras do flagelo antenar potencialmente implicados na detecgdo de compostos
das misturas volateis de espécies hospedeiras e ndo hospedeiras de P. semipunctata.

Na sequéncia das investigagdes empreendidas foram identificados quatro tipos de
sensilas quimiorreceptoras antenares: as sensilas basiconicas de tipo I; as s. basiconicas de
tipo II; as s. basiconicas de parede estriada; e as s. tricdides. As sensilas basiconicas no seu
conjunto revelam um conjunto de caracteristicas estruturais tipicas de sensilas olfactivas,
enquanto as sensilas tricoides se identificam com as sensilas de fun¢@o bimodal: mecano-
quimiorreceptoras de contacto.

As sensilas basiconicas dos tipos I e II podem distinguir-se entre si pela sua
dimensdo e morfologia. Assim, as sensilas basiconicas de tipo I possuem uma maior
dimensdo e uma estrutura cuticular de extremidade mais afilada do que as de tipo II. Ambos
os tipos de sensilas basicénicas distribuem-se primordialmente ao longo da margem anterior
do flagelo antenar. As sensilas basiconicas de tipo II tém a particularidade de formarem
aglomerados ou "ninhos" na secg#o apical dos segmentos flagelares basais e medianos.

As sensilas basiconicas dos tipos 1 e II apresentam uma parede cuticular fina e
multiporosa. Associado a cada poro identifica-se um sistema de pore-tubules. A sua base de
inser¢do € de tipo ndo articulado. As sensilas basiconicas de tipo I sdo constituidas por uma
célula neurorreceptora, enquanto as de tipo II apresentam duas células neurorreceptoras. Em
ambos os tipos sensilares observa-se a presen¢a de ramificagbes dendriticas no limen da
respectiva estrutura cuticular.

As sensilas basiconicas de parede estriada, por sua vez, inserem-se numa pequena
cupula cuticular, sendo a sua base de inser¢io de tipo ndo articulado. A estrutura cuticular é
de reduzida dimens&o, com um didmetro decrescente para a extremidade apical. Uma das
caracteristicas deste tipo de sensilas basiconicas consiste na textura estriada da estrutura
cuticular. Em seccéo transversal, identifica-se a existéncia de uma dupla parede cuticular e de
canais radiais atravessando a superficie da estrutura cuticular. Este tipo de sensilas
basiconicas € constituido por quatro a cinco células neurorreceptoras. As suas terminagdes
dendriticas aparecem envoltas numa bainha cuticular, projectando-se através do limen
sensilar da estrutura cuticular sem se ramificarem. As sensilas basicOnicas de parede estriada
sdo em reduzido nimero e tém uma distribuig#o irregular e dispersa.

As sensilas tricéides, por seu lado, caracterizam-se pela conspicua e varidvel
dimensfio e configuragdo sigméide da sua estrutura cuticular. A parede cuticular é espessa e

uniporosa apicalmente. A sua base de insergdo é de tipo articulado. Este tipo de sensilas é

\Y
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constituido por seis a sete células neurorreceptoras. Uma das terminagdes dendriticas das
células neurorreceptoras termina junto a base de insergéo da estrutura cuticular, formando o
corpo tubular tipico dos dendritos mecanorreceptores. Os restantes dendritos,
quimiorreceptores, prolongam-se através do lumen da estrutura cuticular envoltos numa
bainha cuticular. Tal como nas sensilas basiconicas de parede estriada, os dendritos das
sensilas tricéides néio sofrem qualquer processo de ramificagéo.

Estudos electrofisioldgicos demonstraram que as células neurorrecepotras das
sensilas basiconicas dos tipos I e II sfio sensiveis a compostos das misturas voldteis de
espécies hospedeiras e ndo hospedeiras. Algumas das células neurorreceptoras demonstraram
ser especificas na detec¢dio de determinado(s) composto(s).

O segundo aspecto investigado nesta tese, relaciona-se com o padréo de distribuigdo
numérica dos principais tipos de sensilas do flagelo antenar, tendo por base a identificagio de
um duplo (comprimento e regido glabra) dimorfismo sexual antenar. Um estudo que envolve
cinco dos nove segmentos do flagelo antenar e em que se definem, em cada face (dorsal e
ventral) dos mesmos, trés areas (basal, mediana e distal) de quantificagdo. Os resultados
obtidos sugerem a existéncia de um dimorfismo sexual quantitativo das sensilas basicénicas
(tipos I+II) da regido distal do segmento flagelar apical, com as fémeas apresentando
comparativamente aos machos um numero superior de sensilas basiconicas. Admite-se que
possa existir uma inter-relagio entre a diferenciagfio de cariz sexual do padrio de distribuigdo
das sensilas basiconicas e o dimorfismo sexual glabro. Tal diferenciag@io sexual quantitativa é
equacionada em termos sensoriais € comportamentais, sendo relacionada com o processo de
seleccdo de locais de oviposi¢do, ou, porventura, com a detecgéo de uma eventual feromona.

O terceiro aspecto em andlise nesta tese é dedicado ao sistema glandular antenar,
tendo por base a identificacdo do dimorfismo sexual da regido glabra, no macho. Através
deste estudo pondera-se a hipotese de produgio de uma feromona masculina.

As glandulas antenares identificadas sdo designadas diferentemente consoante a sua
localizagfio. A saber: "glandulas comuns, ndo anexas a regido glabra" e "glandulas anexas a
regido glabra". Dois tipos de glindulas antenares se identificam: (i) as glandulas de tipo I,
desprovidas de canaliculo; e as (ii) glandulas de tipo III, caracterizadas por possuirem um
canaliculo.

As glandulas de tipo I sdo constituidas por uma célula secretora, frequentemente
associadas & base de insercdo de sensilas caéticas, e, nalguns casos, também de sensilas

basiconicas de tipo I. A membrana apical da célula secretora desenvolve uma invaginagéo
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central, formando o reservatério extracelular A superficie cuticular suprajacente ao
reservatorio extracelular ¢ estratificada, sendo constituida por uma endocuticula de estrutura
lacunar e filamentosa, e um fino estrato epicuticular electrodenso, perfurado de diminutos
poros. A nivel citoplasmatico, a célula secretora caracteriza-se por apresentar reticulo
endoplasmico, liso e rugoso, ribossomas, mitocondrias, dictiossomas e estruturas vesiculares.

As glandulas de tipo III sio constituidas por duas células secretoras (distal e
proximal) e uma célula ndo secretora, a célula canalicular. A extremidade distal do canaliculo
(aparelho terminal) evidencia uma estrutura fenestrada reticulada ou canalicular, ocupando a
regido central do reservatério extracelular da célula secretora distal. Ao nivel da célula
secretora proximal, a estrutura canalicular (canal colector) possui uma estrutura
aparentemente compacta e ndo porosa. A célula secretora distal associada as "glandulas
comuns" de tipo III caracteriza-se, em termos citolégicos, por apresentar um desenvolvido
reticulo endopldsmico rugoso, mitocdndrias, dictiossomas e vesiculas secretoras
electrodensas. A célula secretora proximal, por seu lado, caracteriza-se também por possuir
reticulo endopldsmico rugoso, ribossomas, mitocondrias e algumas vesiculas secretoras. A
célula canalicular, da sua parte, caracteriza-se pela presenca fundamentalmente de
microtibulos no seu citoplasma.

Contudo, em alguns individuos, as células secretoras (distal e proximal) das
glandulas de tipo III anexas & regido glabra apresentam caracteristicas citoplasmaticas néo
identificadas em células equivalentes das "glandulas comuns". Este facto sugere a
possibilidade de uma producdo glandular diferenciada por parte das glandulas anexas 4 regiéo
glabra.

Se, em determinados casos, neste tipo de glandulas, a célula secretora distal
caracteriza-se por apresentar vesiculas de secre¢do de contelido electrodenso, a célula
secretora proximal, por sua vez, tem a particularidade do seu citoplasma se apresentar repleto
de conspicuas formagdes electrolicidas. Em algumas células observa-se a presenca de um
desenvolvido reticulo endoplasmico liso e um conspicuo sistema de invaginacdes basais da
membrana plasmatica.

Por sua vez, o aparelho terminal da célula secretora distal possui uma estrutura de
tipo reticulado, contrariamente & estrutura de tipo canalicular do aparetho terminal das
"glandulas comuns" de tipo III. O dimorfismo sexual ultrastrutural evidenciado pelas células
secretoras das unidades glandulares anexas a regido glabra antenar do macho permite

ponderar a hipétese da sua actividade glandular se relacionar com a producio de uma
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feromona. Nesta perspectiva, o caracter glabro que caracteriza a area de localizagdo das
aberturas cuticulares destas glindulas podera constituir uma adaptagdo estrutural de cariz
funcional. Ou seja: relacionado com o processo de emissio e difuséo glandular.

O quarto aspecto investigado nesta tese envolve os aspectos morfolégico-
ultrastruturais dos sistemas quimiorreceptor versus glandular dos palpos maxilares e labiais e
protoraxico, respectivamente. Uma investigagdo que procura analisar, do ponto de vista
estrutural, a hipdtese sugerida pelas observagdes comportamentais de uma inter-relagdo
funcional, de tipo quimio-sensorial/glandular, no quadro das relagdes intraspecificas, entre os
palpos maxilares e labiais do macho e o protdrax da fémea.

De acordo com este estudo, os palpos maxilares e labiais possuem, na extremidade
apical do seu segmento distal, trés tipos morfologicos de sensilas: as sensilas basiconicas, as
sensilas estiloconicas, e as sensilas em ciipula. As sensilas basiconicas apresentam uma base
de insercdo formada por uma cuticula fibrosa e dispdem de cinco ou seis células
neurorreceptoras. Um dos segmentos dendriticos termina proximo da base de inser¢do da
estrutura cuticular, com a formagdo do corpo tubular tipico dos dendritos mecanorreceptores,
enquanto os restantes se prolongam através do limen da estrutura cuticular envoltos numa
bainha cuticular e sem ramificagdes. A parede lateral da estrutura cuticular das sensilas
basiconicas apresenta-se aporosa, embora as imagens em microscopia electronica de
transmissdo tivessem sugerido a existéncia de filamentos canaliculares. No entanto, nédo ¢é
também de excluir a possibilidade da estrutura cuticular dispor de um poro apical. Deste
modo, as sensilas basiconicas revelam uma ultrastrutura comparavel a das sensilas de fungio
mecano-gustativa.

As sensilas estiloconicas, por sua vez, evidenciam uma base de inserg¢do de tipo ndo
articulado, sendo constituidas por trés células neurorreceptoras, cujas extensdes dendriticas,
desprovidas de uma bainha cuticular, se ramificam na regido apical do limen da estrutura
cuticular. A parede desta estrutura apresenta ser mais espessa e aporosa na sua extensdo basal,
tornando-se, depois, mais fina e porosa na regido apical. Associado aos poros da parede da
estrutura cuticular identifica-se a presen¢a de um sistema de pore-tubules. Face as suas
caracteristicas ultrastruturais, as sensilas estiloconicas assemelham-se estruturalmente as

sensilas de fungdo olfactiva.

Em relagdo ao protorax, constata-se que a sua superficie dorsal é perfurada de

inimeros poros punctiformes, com particular incidéncia nas areas glabras nele identificadas.
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Poros correspondentes a unidades glandulares de tipo III, constituidas por duas células
secretoras (distal e proximal) e uma célula canalicular. O citoplasma da célula secretora distal
caracteriza-se por possuir reticulo endoplasmico rugoso, ribossomas e vesiculas de secre¢do
electrodensa. No entanto, em determinadas fémeas, verifica-se que a célula secretora distal
aparece repleta de inumeras vesiculas de secrecdo de contelido claro, algumas das quais
contendo, por vezes, inclusdes electrodensas de tipo cristaliforme. Nestes casos, a presenca de
reticulo endopldsmico rugoso e ribossomas € pouco abundante.

A célula secretora proximal, por sua vez, caracteriza-s€ por apresentar pequenos
filamentos de reticulo endoplasmico rugoso e ribossomas.

A nivel apical, a membrana plasmatica de ambas as células secretoras desenvolve
uma invaginagio da qual resulta a formag@io de um reservatério extracelular, delimitado por
um sistema de microvilosidades. O aparelho terminal da célula secretora interna possui uma
estrutura fenestrada reticulada. Porém, a nivel da célula secretora proximal, o canal colector
caracteriza-se por apresentar uma estrutura compacta e aparentemente aporosa. A extenséo
proximal da estrutura canalicular aparece directamente envolvida por uma estreita e sinuosa
célula, a célula canalicular, cujo citoplasma, de matriz clara, é caracterizado pela presenca
abundante de microtibulos.

De acordo com o conjunto de resultados obtidos que apontam para uma adaptagdo
estrutural quimiorreceptora e glandular, respectivamente dos palpos maxilares e labiais e do
protorax, ndo é de excluir que, no quadro das relagbes intraspecificas de P. semipunctata, o
tacteamento bucal do protérax da fémea pelo macho possa identificar-se com a
quimiorrecepgdo de uma substdncia epicuticular sintetizada pelas unidades glandulares
protoraxicas da fémea.

Por fim, a tese apresenta uma discussdo geral dos resultados obtidos com as
respectivas conclusdes, de que se destacam sumariamente os seguintes aspectos:

e As antenas de P. semipunctata sio constituidas por uma diversidade de
érgaos quimiorreceptores, dos quais se relevam as sensilas olfactivas (sensilas
basiconicas dos tipos I e II e de parede estriada) e as sensilas mecano-
quimiorreceptoras de contacto (sensilas tricéides);

e A caracterizagio sexual inerente ao padriio de distribuicdo das sensilas
basiconicas da regidio distal do segmento flagelar apical podera estar

relacionado com o dimorfismo sexual da regido glabra;
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O dimorfismo sexual glandular da regido glabra antenar permite ponderar a
possibilidade de produgdo de uma feromona masculina;

A identificagio de 6rgdos quimiorreceptores nos palpos maxilares e labiais e
de estruturas glandulares protoraxicas constituem uma base morfoldgico-
estrutural de apoio & hipdtese que identifica o tacteamento do protérax da
fémea pelo macho, no contexto da actividade sexual, com a quimiorrecep¢io

de uma substéncia epicuticular protoraxica.



ABSTRACT

Chemical signals emitted by insects and their hosts are detected by other insects.
which depend on them for many aspects of their behaviour. Pheromones may elicit attraction
or aggregation for mating and feeding, as well as other behaviours. Odours (kairomones)
released by plants may facilitate host finding by insects. They can detect their conspecifics
mate and/or host plant from some distance using olfactory cues to orient to it.

Phoracantha semipunctata is a woodborer longhorned beetle, native to Australia. It
is an introduced pest of eucalyptus in Portugal, mainly in central and southern regions.

Volatile compounds of Eucalyptus may influence host-finding behaviour of P.
semipunctata. Previous electrophysiological studies have proven that components of volatiles
blends of host and non-host plants are detected by antennal sensilla.

According mating behaviour studies in P. semipunctata, antennae might be also
involved in the detection or recognition of conspecifics. A possible sensorial/glandular
relationship between palpi (maxillary and labial) and prothorax (pronoto), respectively, is
suggested.

In order to understand the peripheral chemosensory mechanisms in P. semipunctata,
as well as to establish a structure-function relationship of sensilla and glandular apparatus
morphological studies were undertaken.

The aim of the present work is to gain the necessary functional morphology of the
antennal chemosensilla, maxillary/labial palpi chemoreceptors and antennal and prothoracic
glands of P. semipunctata. These investigations should be considered as a step toward a fuller
understanding of the chemosensory and glandular structures potentially involved in P.
semipunctata chemical communication.

Therefore, four aspects are investigated in this thesis. The first one is an ultrastructural
study of the antennal chemoreceptor system. The purpose of this study was to clarify the types
and the distribution pattern of chemosensilla (chemoreceptors) on the antennal flagellum of P.
semipunctata potentially involved in the host finding. This study follows previous
electrophysiological and behavioural works.

Four types of chemosensilla were identified: sensilla basiconica type I, s. basiconica

type 11, grooved basiconica sensilla and s. trichodea.
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Sensilla basiconica type-I and II were morphological and dimensionally different to
each other. The type I was long while the type II was stouter and more blunt-tipped. They are
present on all flagellar segments, though generally preponderant on their anterior side.
Clusters of sensilla basiconica type-II were identified in cuticular surface invaginations of the
flagellum.

The types-I and II of sensilla basiconica have a single thin-walled hair with many
perforations widening into a small chamber, "pore kettle", and an inflexible socket. From the
floor of each chamber, many pore tubules extend into the lumen of the sensillum. The type- |
contain one sensory cell and the type-II has two sensory cells. Their dendrites pass into the
inside lumen and the branching occurs. These both basiconica sensilla types have the internal
structure typical of features of insect olfactory sensilla. Electrophysiological studies showed
that receptor cells in the sensilla basiconica of type-I and II are tuned to the volatile
compounds present in both host and non-host plants. Some of them were specialist
neuroreceptors (responded to only one compound), other ones responded to two, three or four
compounds, whereas others were sensitive to compounds present only in one plant specie.

The grooved basiconica sensilla without an articulated socket were inserted on a
small dome. They are short and their diameter decreasing progressively from the base to the
apex. The external surface was smooth at the base, with grooves midway along the process
which, toward the apical extremity, become digitations. The cross section of the grooved
region indicated the existence of a double-walled and canals connecting the bottom of the
grooves and inside lumen. Four or five sensory neurons were associated with this type of
sensilla. A cuticular sheath surrounded the dendrites extended into the sensillum lumen. The
sheath seemed to fuse with the proximal end of the sensillar cuticle. No branching of
dendrites were observed. This type of sensilla basiconica was much scarcer than the other
ones. Sensilla having both a similar external morphology and internal structure have been
identified electrophysiologically as olfactory organs. Therefore, antennal grooved basiconica
sensilla of P. semipunctata can be interpreted as olfactory organs.

Sensilla trichodea were long and smooth sensilla with reverse curvature and an
opening at a blunt tip, with protruding orientation over other sensilla. Their cuticle wall was
thick. They are innervated is provided by six neurons. One of the dendrites terminated by a
tubular body at the base of the external process, a morphology characteristic of

mecanosensory neurons. The other five dendrites extend within the external process without
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dividing, enclosed in a common sheath._Sensilla trichodea have an internal structure typical of

mechano- and contact chemoreceptors.

A second aspect examined in this thesis is a possible sexual dimorphism with respect
to the distribution pattern of antennal sensilla of P. semipunctata. Average counts of the main
types of antennal sensilla were made. Three representative sectors (distal, middle, proximal)
of equivalent area on the dorsal and ventral surfaces of five flagellar segments were defined.
A statistically supportable sexual dimorphism in the distribution pattern of the basiconica
sensilla was analysed. Females had a higher number of sensilla basiconica than males on the
distal region of the apical flagellar segment.

It seems reasonable to correlate this sexual dimorphism on distribution pattern of
sensilla basiconica to the occurrence of a glabrous area on the male apical flagellar segment.
Whether or not the greater number of olfactory sensilla contributes to a sexual behavioural
difference is unknown. However, the hypothesis that this sexual dimorphism may play a role
in characteristic female behaviours, such as the host finding after fecundating and/or the
detection of an eventual pheromone emitted by male during courtship cannot be excluded.

The antennal glandular system of P. semipunctata is the third aspect studied in this
thesios. It is analysed from a sexual point of view, taking into account the sexual dimorphism
related to the glabrous area on the male apical flagellar segment and the numeric distribution
of sensilla basiconica. A hypothesis of a male substance production/emission is discussed.

Two types of antennal glands have been identified: (i) glands without ducts; and (ii)
glands with secretory ducts. The glands located under the apical glabrous area were pointed
out " glands of the glabrous area", and the others "common antennal glands". Glands without
ducts appeared typically associated to the insertion base of antennal chaetica sensilla and
sometimes with sensila basiconica type I. They consisted of a single glandular cell and a
secretory apparatus located within the thickness of the cuticle formed from the endocuticle
and epicuticle. The endocuticle is composed of a network of fine tubular structures. Minute
pores perforate the epicuticle. Each glandular cell has a central reservoir, which is formed by
the invagination of the apical plasme membrane. Glandular cell contains smooth endoplasmic
reticulum, namely in the distal region of the cytoplasm, some rough endoplasmic reticulum,
ribosomes, dictyosomes and vesicular bodies.

The glands with ducts consisted of two secretory cells (distal and proximal) and a

duct cell. The distal secretory cell in "common antennal glands" is characterized by the
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presence of stacks of rough endoplasmic reticulum, mitochondria of different sizes, developed
dictyosomes and large amounts of electron-dense secretory vesicles. The proximal secretory
cell has also the typical secretory organelles, such as rough endoplasmic reticulum,
ribosomes, mitochondria and some vesicles containing secretory material. The duct cell is
characterized by having a cytoplasm containing numerous microtubules run parallel to the
duct.

The distal tip of the duct (end aparatus) lay in a cavity bounded by the invaginated
plasma membrane of the distal secretory cell. In the "common antennal glands" small canals
pierce it. However, within the cavity surrounded by the proximal secretory cell, the duct is
apparently unfenestrated.

Several cytological aspects of the distal and proximal secretory cells of the glands
located under the glabrous region differed from the analogous cells of the "common antennal
glands".

The distal secretory cell has only a few rough endoplasmic reticulum and its
secretory vesicles contain a fine granular electrodense material. The proximal cell is filled
with electron-lucid spheres that presumably may correspond to lipid since none of these
spheres had apparently limiting membrane. In some cases, an extensive vesicular and/or
tubular smooth endoplasmic reticulum and a conspicuous basal labyrinth of invaginations of
the plasma membrane is also identified. The end apparatus associated with the distal secretory
cell has a cuticular fibrillar structure, contrary to that one related to the analogous secretory
cell of the "common antennal glands”. It suggests that those glands apparently may produce a
different kind of secretion. In the light of this hypothesis, it is possible that the glabrous area
on the male antennae is a structural adaptation related to the glandular diffusion.

The forth aspect analyzed in this thesis focus on the morphology and ultrastructure of
chemosensilla on the apex of maxillary/labial palpi and glandular units on the prothorax, in
order to find a possible chemosensory and glandular specialization. A functional meaning for
the licking of the female's prothorax by males, according to behavioral studies, is postulated.

On the apex of maxillary/labial palpi of P. semipunctata three types of sensilla are
identified: sensilla styloconica; s. basiconica and s. dome. Transmission electron microscope
reveals that sensilla basiconica has apparently a fibrous cuticle in its socket. They contain five
or six sensory processes, one terminating at the base of the peg (cuticular part of the
sensillum), containing numerous microtubules (tubular body), and the remainders terminating

within the peg lumen without branching and involved by a cuticular sheath. No pores on the
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cuticular wall of the sensillar peg are identified. However, cuticular filaments running through
the sidewall peg, which look like pore canals, are identified. Nevertheless, it cannot be
excluded the hypothesis that sensilla basiconica on the apex of the maxillary/labial palpi of P.
semipunctata may possess a terminal pore opening. Their ultrastructure resembles that of the
dual mechano-gustatory sensilla.

Sensilla styloconica have an inflexible base. They are innervated by three sensory
cells, from which branched outer dendritic segments reached into the cuticular process of the
sensillum. The cuticular wall is thicker at two-third basal length and becomes thinner to the
distal part where pores and pore-tubules were identified. According to their ultrastructure
sensilla styloconica should have an olfactory function.

No internal ultrastructural data on sensilla dome were not obtained.

Minute pores, more numerous on the glabrous areas, mark the entire cuticular dorsal
surface of the protorax of P. semipunctata. The pores are connected to glandular units via
cuticular duct. Two secretory cells (distal and proximal) and one duct cell compose these
glands. Rough endoplasmic reticulum, ribosomes and secretory vesicles containing
electrodense material characterize the distal secretory cell. However, cytological variations
mainly concern the secretory vesicles could be observed. In some females, cells in highest
secretory activity/accumulation phase contain a large number of electron-lucid secretory
vesicles.

The proximal secretory cell shows short filaments of rough endoplasmic reticulum
and ribosomes. The plasmic membrane of both secretory cells differentiates microvillosities
delimiting a narrow extracellular space where the cuticular duct is included. The cuticular
wall of the end apparatus has a fenestrated structure. Afterwards, the duct becomes a compact
cuticular structure. A slim and sinuous cell, the duct cell, sheaths the proximal part of
secretory duct. Its cytoplasm is rich in microtubules.

According to the ultrastructural data available, a functional relationship between
female's prothoraxic glandular structures and male's maxillary and labial palpi chemosensilla
may be admitted. The licking of the female's prothorax by males, during the mounting phase,
might be related to a chemoreception phenomenon.

Combining the results of the present thesis the following major conclusions may be

drawn:
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P.semipunctata antenna is structurally adapted to detecting olfactory and
gustatory stimuli. It has three types of olfactory sensilla and one type of mecano-
contact chemoreceptor sensilla;

Sexual dimorphism in distribution pattern of antennal sensilla basiconica might
be correlated to the antennal glabrous region;

Glandular sexual dimorphism in close association with the glabrous area might
be involved in a pheromone production;

Prothorax and maxillary/labial palpi possess glandular and chemoreceptor
organs, respectively. It permits to postulate the hypothesis that the licking
behavior of the female's prothorax by male may involve a chemoreception of an

epicuticular prothoracic substance.
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1. INTRODUCAO GERAL E OBJECTIVOS

A comunicagio intraspecifica e interspecifica nos insectos caracteriza-se por
envolver uma multiplicidade de modalidades sensoriais (ROELOFS, 1995). No entanto, a
quimiorrecep¢do constitui aquela que maior preponderancia detém no quadro das relagbes
intra- e interspecificas. Principios de organizag#o estrutural e funcional levam a enquadrar os
fenémenos de quimiorrecepgao, integragdo e descodificag@o de sinais quimicos, no dominio
da neurofisiologia (HILDEBRAND, 1995).

A influéncia que os estimulos quimicos (semioquimicos) (LAW & REGNIER, 1971) tém
a nivel do comportamento dos insectos, tem sido particularmente observada e estudada em
relagdo ao comportamento de acasalamento, localizacdio e selecglio de espécies hospedeiras
(DICKENS & PAYNE, 1985). Contudo, de acordo com o contexto e tipo de mediacdo, importa
referir duas classes de substancias: i) as feromonas (KARLSON & LUSCHER, 1959), mediando
as relagdes intraspecificas, e ii) as alelomonas (WHITTAKER & FEENY, 1971), modulando as
relagdes interspecificas. De entre estas ultimas destacam-se as cairomonas (BROWN er al,
1970), substincias que beneficiam os organismos receptores. A esta classe de semioquimicos
pertencem os compostos voldteis emitidos por plantas hospedeiras de certas espécies de
insectos.

As feromonas podem promover e mediar uma série de reacgdes comportamentais
intraspecificas como sejam, a agregacdo ou a localizagdo e atracg:;io sexual de conspecificos,
no quadro de uma estratégia comportamental de acasalamento e reprodugio (BIRCH, 1984;
CARDE & BAKER, 1984). No entanto, este grupo de substincias pode, em certos casos, actuar
como inibidores do fenémeno de agregacdo, evitando o super-povoamento de determinadas
areas (RUDINSKY, 1973), ou mesmo ter um efeito dispersivo (CHRISTENSEN & SORENSEN,
1996). Por outro lado, determinado tipo de feromonas pode ter um papel defensivo face a
presenga de potenciais predadores, assim como constituirem um factor de isolamento
reprodutivo entre espécies simpatricas (HANSEN, 1984).

As cairomonas, por sua vez, estiio na base do processo de localizagdo e identificagdo
do hospedeiro, operando como atraentes primarios modeladores do comportamento de
orientacdo do insecto (MILLER & STRICKER, 1984). Este tipo de semioquimicos, pode ainda
actuar em sinergia com as proprias feromonas de molde a potenciar o seu efeito

comportamental (BIRCH, 1984; DICKENS, 1989).
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As substincias semioquimicas estdo assim na base de um sistema de manifestagoes
comportamentais no quadro das relagdes inter- e intraspecificas. Os processos de localizagio,
identificagfo e selecc@o de plantas-hospedeiras e conspecificos enquadram-se, deste modo, na
ecologia quimica dos insectos (BYERS, 1989), estando intrinsecamente relacionadas com
aspectos fundamentais da sua biologia, tais como a alimentag&o, o acasalamento e reprodugao,
onde se inclui também o fenémeno de oviposi¢do (BELL & CARDE, 1984; DICKENS & PAYNE,
1985).

A importéncia, complexidade, diversidade e especificidade quimicas das substancias
semioquimicas (DELABIE et al., 1986; VISSER & JONG, 1988; MASSON & MUSTAPARTA, 1990)
corresponde, em contrapartida, o desenvolvimento, nos insectos, de estruturas funcionais
especializadas na quimiorrecepgéo ou produgéio glandular. Isto ¢, a existéncia de um sistemna
sensorial especializado na detec¢dio e descodificagdo de sinais quimicos intraspecificos
(feromonas) ou interspecificos (cairomonas) de significado biologico relevante para a espécie
receptora, € um sistema glandular estrutural e funcionalmente especializado na produgdo e
emissdo de compostos feromonais.

No plano da quimiorrecepgao, importa destacar as antenas, com um sistema sensorial
constituido por um elevado nimero e diversidade de oOrgdos sensoriais, designados por
sensilas (SNODGRASS, 1935; SCHNEIDER, 1964; ALTNER et al, 1977; CHAPMAN, 1982a;
ZACHARUK, 1984). Inumeros estudos morfologicos realizados sobre o sistema sensorial
antenar dos insectos tém revelado, com efeito, a existéncia de diversos tipos de sensilas, as
quais, na sua grande maioria, apresentam caracteristicas estruturais adaptadas a uma funcéo
quimiorreceptora. O tipo morfologico-funcional de sensila é determinado tendo por base a
morfologia e estrutura da sua componente cuticular (estrutura cuticular externa) e a
constitui¢do e organizagdo neuronal/dendritica (Mc IVER, 1975; ALTNER, 1977; ZACHARUK,
1980; FAUCHEUX, 1987; SCHNEIDER, 1992; ZACHARUK & SCHIELDS, 1991).

Da organizacio celular de uma sensila destacam-se as células neurorreceptoras.
Estudos electrofisiolégicos tém permitido demonstrar a sua importincia funcional relacionada
com a quimiorrecep¢io de compostos volateis associados a plantas-hospedeiras (SCHWEITZER
et al, 1976; MASSON & MUSTAPARTA, 1990) ou de feromonas sexuais (KAISSLING, 1979;
MASSON & MUSTAPARTA, 1990), contribuindo, deste modo, para o processo de identificagdo e
discriminagdo sexual de conspecificos e de espécies hospedeiras.

A resposta fisioldgica de um insecto a estimulos quimicos pode ser registada através

de duas técnicas electrofisiologicas: (i) o electroantenograma (EAG), que consiste no registo
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de um potencial eléctrico correspondente & soma dos potenciais receptores de todas as células
neurorreceptoras de uma antena, estimuladas simultaneamente num determinado instante: e
(ii) o single-cell recording, que consiste no registo do potencial de resposta de uma unica
célula neurorreceptora (MASSON, 1980).

Esta sensibilidade evidenciada pelas células neurorreceptoras deve-se & presenca, a
nivel da sua membrana dendritica, de moléculas (proteinas) receptoras de compostos-estimulo
(MASSON & MUSTAPARTA, 1990). O tipo fisioldgico de célula neurorreceptora depende do(s)
tipo(s) estrutural(ais) e funcional(ais) de receptores existentes na membrana da(s) sua(s)
extensfio ou ramificacdes dendriticas. Deste modo, e do ponto de vista fisiologico, as células
neurorreceptoras podem classificar-se em "especificas”, quando especializadas na detecgdo de
um ou dois compostos, ou "generalistas”, quando susceptiveis a um grupo mais amplo
(diversificado) de compostos (MASSON & MUSTAPARTA, 1990).

As sensilas assumem, por isso, um papel importante de reconhecimento do mundo
exterior, facultando ao insecto a capacidade de detecgfio da informagdo necessaria para a
tomada de decisdes comportamentais, nomeadamente no contexto do processo de localiza¢go
e identificacdo de conspecificos e hospedeiros.

Dai que os estudos morfologicos sobre o sistema sensorial periférico dos insectos
estabelecam como objectivo primordial, a definigdio e caracterizagdo morfoldgico-funcional
das  correspondentes  estruturas  quimiorreceptoras. Estudos que  contemplam,
simultaneamente, uma anilise comparativa sexual consagrada a identiﬁcag:ﬁo e caracterizagdo
de estruturas (sensilas) quimiorreceptoras definidoras de um dimorfismo sexual supostamente
indiciador da existéncia de uma feromona sexual. Com efeito, sdo conhecidos diversos
exemplos de dimorfismo sexual do sistema quimiorreceptor antenar dos insectos relacionados
com este fendmeno (BOECKH et al., 1977; CHAMBILLE et al., 1980; HILDEBRAND et al., 1980;
ARNOLD et al., 1985; ROSPARS, 1985).

O fenémeno de quimiorrecepgdo feromonal nos insectos ndo pode ser dissociado da
sua capacidade de produgio glandular. A importéincia comportamental das feromonas tem
conduzido, em algumas espécies, ao estudo morfologico-funcional das estruturas secretoras
directamente envolvidas na sua sintese e emissdo, num quadro de estudo integrado do
fenémeno da comunicagdo quimica intraspecifica, relacionando o comportamento de

acasalamento ou sexual com o mecanismo de produggo feromonal (HAPP et al., 1970; NOIROT &
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QUENNEDEY, 1974; HALBERG & LOFQVIST, 1981; DeMARZO & VIT, 1983; LANE & SOUZA
BERNARDES, 1992; LITTLE, 1992).

Deste modo, o estudo das relagdes inter- e intraspecificas dos insectos tem sido
perspectivado de forma integrada, nele enquadrando-se os aspectos relacionados com a sua
biologia sensorial e glandular.

Todavia, atendendo & propria complexidade e especificidade dos fenémenos em
causa, sO uma investigag¢do pluridisciplinar, recorrente a técnicas tdo diversas e especificas
como aquelas relacionadas com o comportamento, a morfologia, a anatomia, a neurofisiologia
¢ a bioquimica, podera permitir com mais propriedade uma analise e compreenséo integradas
da natureza e funcionalidade dos mecanismos e factores subjacentes ao comportamento de
localizagdo e de selecgdo do(s) hospedeiro(s), assim como de conspecificos. Um
conhecimento que podera constituir-se num instrumento de base com vista a formulagio de
uma estratégia sustentada de gestdio populacional de insectos, onde esteja presente, entre
outros, o recurso a utilizagfo, eficiente e racional, de compostos sintéticos equivalentes aos
das misturas volateis de espécies hospedeiras e de feromonas. Este aspecto ¢é tanto mais
importante quanto sdo conhecidas e problematicas, as consequéncias resultantes de uma
utilizacdo recorrente e muitas vezes indiscriminada de insecticidas.

Por este facto, os estudos consagrados ao fenomeno da comunicagio quimica de
insectos tém alcangcado uma posi¢do de reconhecida importancia, identificando-se como uma
das linhas de investigacdo constituintes de programas de controlo bioldgico integrado de
pragas entomolégicas. Nogdo esta que importa sublinhar face ao contetido do que a seguir se

expde e enquanto preambulo aos objectivos do presente trabalho.

O cerambicideo Phoracantha semipunctata (Fab.) € originario da Australia. A
primeira referéncia da sua existéncia em Portugal cabe a Figo (1981). Trata-se de uma espécie
cuja presenca tem sido também registada em diversos outros Paises (Espanha, Itilia,
Marrocos, Tunisia, Israel, Turquia, Africa do Sul, Estados Unidos-Califérnia), nos quais
constitui uma importante praga de plantagGes de eucalipto, contrariamente ao que sucede no
pais de origem (PENFOLD & WILLIS, 1961).

Circunstéancias de diversa ordem, tais como as condi¢les climaticas, a existéncia de
grandes areas contiguas de eucalipto, na maioria dos casos, em zonas edafo-climaticas menos

adequadas, e a auséncia de regras de fitossanidade florestal, contribuiram para a instalagéo e
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rapida disseminagdo de P. semipunctata em Portugal, sobretudo na regido Centro ¢ Sul do
Pais (ARAUJO et al. 1987).

O estudo do impacto econémico causado por esta espécie de cerambicideo em
povoamentos de eucalipto foi, inicialmente, efectuado por Lencart (1988).

E durante a fase larvar que a acgiio deste insecto se revela verdadeiramente
perniciosa para a arvore-hospedeira. As fémeas ovipositam sob a casca, fendas ou cicatrizes
do tronco de arvores, preferencialmente em condi¢do fisiologica debilitada. Uma vez
eclodidas, as larvas iniciam um processo de penetrag:éb na madeira, escavando galerias
através dos tecidos vasculares (xilema e floema) da &rvore, com a concomitante destrui¢do
dos mesmos, e consequente enfraquecimento fisiologico e morte da arvore-hospedeira
(CHARARAS, 1969; DRINKWATER, 1975; SCRIVEN et al., 1986).

Um dos métodos mais utilizados no controle populacional de P. semipunctata tem
consistido na instalagdo de armadilhas constituidas por toros de eucalipto, baseado no forte
poder atractivo que troncos de arvores recém-cortadas tém em P. semipunctata (TIRADO, 1982;
1984). Alguns autores sugeriram mesmo o papel que os compostos voléteis associados ao
eucalipto poderiam ter na identificacido e na selecgio da arvore-hospedeira, em P.
semipunctata (POWELL, 1978; HANKS et al., 1993).

A necessidade de se definir ¢ implementar uma estratégia sustentada de controlo
biolégico de populagdes de P. semipunctata, nomeadamente, em areas de plantagio de
eucalipto fortemente afectadas pela presenca desta espécie, com recurso a utilizagio de
substincias semioquimicas, esteve na base de um programa de estudos integrados, com vista &
obtencdo de um conhecimento relativo aos mecanismos que regem as relagdes P.
semipunctataleucalipto ¢ P. semipunctata/P. semipunctata, com particular incidéncia no
ambito dos processos de localizagdo/identificagdo da arvore-hospedeira e de acasalamento/
reprodugdo, respectivamente.

Os indicios que & partida apontavam para a influéncia dos compostos voléteis da
arvore-hospedeira no comportamento de orientagdo de P. semipunctata, constituiram as
coordenadas que estiveram na base da defini¢@io e realizagdio de um leque de investigagbes
centradas em torno do fenémeno da comunicagdo quimica de P. semipunctata.

O seu objectivo comum visava o conhecimento dos mecanismos neurofisiologicos e
comportamentais desta espécie, subjacentes, respectivamente, a quimiorrecep¢iio de

compostos voldteis de espécies hospedeiras e n@io hospedeiras, com a correspondente
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identificagdo quimica, € a0 comportamento do insecto integrado no contexto de localizagao do
hospedeiro e de acasalamento.

Investigagdes que compreendiam também um conhecimento sobre os aspectos
morfolégico-funcionais e de mapeamento do sistema quimiorreceptor, assim como a
identificagdo e caracterizagio de eventuais adaptagbes estruturais glandulares associadas ou
comportando um dimorfismo sexual que permitissem ponderar a possibilidade de produgdo e
emissdo de uma feromona.

E neste dominio de investigagdes que se insere o presente trabalho. Nele se inclui um
conjunto de pesquisas sobre os aspectos morfolégico-funcionais de recepgéo, producdo e
emissdo de sinais quimicos em P. semipunctata.

Com este trabalho procura-se colmatar a auséncia de uma componente ultrastrutural
fundamental que complemente as investigages desenvolvidas nos planos fisiologico
(BARATA, 1997) e comportamental (MARQUES, 1992; 1996; BARATA, 1997).

Assim, o presente estudo procura, a partir dos seus proprios objectivos, contribuir
para uma analise e compreensdo mais completa do fenémeno de quimiorrecepgéo, sobretudo
olfactiva, integrada no quadro da comunicagéo quimica de P. semipunctata.

Paralelamente, e, numa outra vertente, este trabalho propde-se também explorar, em
termos morfologicos € anatomicos, a hipétese de produgéo de uma substdncia feromonal,
formulada a partir das observagdes comportamentais (MARQUES, 1996), e sugerida

preliminarmente pela identificagdo, no plano morfolégico, de um dimorfismo sexual antenar.

Tendo em consideraciio os pressupostos € objectivos anteriormente mencionados,
assim como o conhecimento da funcdio quimiorreceptora das antenas de P. semipunctata, a
identificagdo de factores de dimorfismo sexual antenar (comprimento e regido glabra) (LOPES,
1990) e as interacgdes intraspecificas (comportamento sexual), com particular destaque para a
interacgdo estabelecida entre os palpos maxilares e labiais do macho e o protérax (pronoto)
da fémea (MARQUES, 1992; 1996), o presente trabalho propde-se desenvolver um estudo sobre
os sistemas sensorial ¢ glandular de P. semipunctata, estruturado com base em quatro
aspectos fundamentais:
@) o estudo ultrastrutural do sistema quimiorreceptor antenar, com a
identificagdio e caracterizagiio morfolégico-funcional dos diferentes tipos de
sensilas quimiorreceptoras, recorrendo para o efeito a técnicas de microscopia

fotonica e electrénica de varrimento e transmiss#o;
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(ii) o estudo do padrio de distribui¢do numeérica dos principais tipos de sensilas
do flagelo antenar, segundo um método de amostragem, tendo por referéncia
o dimorfismo sexual dimensional do flagelo antenar. Através deste estudo,
procura-se perspectivar potenciais implicagdes a nivel sensorial relacionadas
com a comunica¢do quimica sexual;

(iii) o estudo ultrastrutural do sistema glandular antenar, numa perspectiva
morfolégico-funcional comparativa, tendo por referéncia o dimorfismo sexual
antenar glabro. Neste contexto, sdo analisados os conceitos de especializacédo
estrutural e funcional glandular, conjugados com a hipdtese de producéio de
uma feromona, no ambito da actividade sexual;

(iv) o estudo ultrastrutural dos sistemas quimiorreceptor versus glandular dos
palpos maxilares e labiais e protoraxico, respectivamente, com o objectivo de
estabelecer as bases estruturais que configurem a hipétese de uma
complementaridade funcional quimiorreceptora/glandular entre aqueles dois
tipos de estruturas. Com base neste estudo, procura-se definir um significado
para a interacgdo comportamental: palpos maxilares e labiais do macho/
protorax da fémea, ponderando-se a hipdtese de uma interac¢do quimica

intraspecifica.

O trabalho culmina com uma discuss&o geral, através da qual se procura conferir uma
perspectiva integrada dos resultados obtidos, no contexto da comunica¢do quimica de P.

semipunctata, e respectivas conclusdes.
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2. MATERIAL, METODOS E TECNICAS

2.1. MATERIAL BIOLOGICO

Para os estudos de morfologia, ultrastrutura e padrdo distribuigdo de sensilas foram
utilizados especimenes adultos de P. semipunctata, obtidos a partir de larvas ou ninfas
desenvolvidas em laboratorio.

As larvas foram recolhidas a partir de toros de Eucalyptus globulus provenientes de
areas de plantagdo infestadas por P. semipunctata.

Em laboratério, as larvas e ninfas foram mantidas individualmente em caixas de

Petri, a uma temperatura de 25°C e humidade relativa de + 60%.

2.1.1. CARACTERIZACAO GERAL DE Phoracantha semipunctata
2.1.1.1. Posicio sistematica

Phoracantha semipunctata é uma espécie da Ordem Coleoptera, Familia
Cerambycidae, Sub-familia Cerambycinae, tribo Phoracanthini e Género Phoracantha. Foi
descrita pela primeira vez por Fabricius, em 1775, como Stenocorus semipunctata. Em 1912,
Aurivillius atribuiu-lhe a actual designagéo cientifica (SANTIS, 1945; DUFFY, 1953; HENRIQUES,
1986).

2.1.1.2. Caracterizacio morfologica

Os adultos de P. semipunctata apresentam um comprimento variavel (15-30 mm).
O seu corpo apresenta uma coloragfo castanho-avermelhada ou castanho escuro; as antenas e
patas sdo castanho-avermelhadas. Os élitros apresentam uma faixa transversal larga, de
contorno irregular e descontinuo, amarelada, ¢ uma mancha apical de igual tonalidade. A

cabega € pontuada.
O pronoto ¢é brilhante e espinhoso lateralmente, com trés protuberéncias lisas, uma
média e duas laterais anteriores. Os élitros sdo espinhosos, apresentando um é&ngulo humeral

saliente, de textura punctiforme, e um angulo sutural apical.
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Os segmentos abdominais sdo pubescentes e brilhantes, na parte média apical, com
excepedo do segmento apical. Nas fémeas, este segmento abdominal caracteriza-se por
apresentar uma dimensdo (largura) notoriamente maior do que o segmento precedente; nos

machos, porém, essa disparidade ¢ mais discreta. As patas sdo longas e revestidas de uma

curta pubescéncia (Fig. I).

Figura l. Adulto macho de P. semipunctata.

2.2. METODOS E TECNICAS
2.2.1. MICROSCOPIA FOTONICA (M.F.)
2.2.1.1. Dissecc¢fio e preparacio in foto
O estudo de localizagdo e distribuicdo de 6rgdos sensoriais antenares (sensilas)
exigiu, em determinados casos, a dissec¢éio minuciosa de alguns exemplares.
Nesse sentido, os especimenes foram previamente anestesiados ao éter etilico, em
recipiente fechado. Posteriormente, procedeu-se 4 amputagéo das antenas em solug#o fixadora
de rotina (bouin alcodlico ou liquido de Dubosq-Brasil) (MARTOJA & MARTOIA, 1967),

extemporaneamente preparada para o efeito, sob uma lupa binocular estereoscopica, modelo

"Leica M10".
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Posteriormente, as antenas foram seccionadas, ao nivel de cada um dos seus
segmentos componentes; cada segmento foi, por sua vez, seccionado, longitudinalmente. de
modo a permitir uma melhor, facil e rapida difusdo do fixador. Apés desidratagdo, o material
foi incluido em meio de montagem (Entelan ou balsamo do Canada), entre lamina e lamela
para observagdo a0 microscopio.

As observacdes foram realizadas com o auxilio de um microscépio foténico, modelo
"Leitz Laborlux 12".

O estudo de localizagdo e distribui¢dio de poros glandulares, ao nivel do protérax,
exigiu a dissecgfio deste, seguido de um tratamento por digestdio potassica (cf. 2.2.3.3.) e

posterior colora¢@o em solugfio aquosa de negro de clorazol.

2.2.1.2. Impregnacao sensilar

Para a identificagdo da presenga de poros na parede do processo cuticular de sensilas
quimiorreceptoras, recorreu-se a técnicas de impregnagfio com base em solugdes corantes.
Através delas foi possivel localizar e identificar as sensilas de estrutura quimiorreceptora, em
resultado da coloragéo, por impregnagio, do lumen do seu processo cuticular. Neste dmbito,
foram aplicadas duas técnicas de impregnagdo: (i) por violeta de cristal (SLIFER, 1960); € (ii)
por nitrato de prata (NAYAK & SINGH, 1983). Nesta pesquisa foram utilizados machos e fémeas

de P. semipunctata.

(i) Impregnagdo por violeta de cristal

Apos os especimenes terem sido anestesiados ao éter etilico, efectuou-se a ablagdo
das respectivas antenas em solu¢do fixadora de Dubosq-Brasil e posterior fixagdo, durante
24h. Em seguida, o material foi lavado em diversos banhos (3x) de alcool 70° € 4gua destilada
(2x), antes da sua imers3o e permanéncia em solugdo filtrada de 0.5% de violeta de cristal,
durante 6h. Apés lavagem em agua destilada (2x), o material foi desidratado em etanol (70°,
80°, 90° e 100 °), ¢ clareado, em xileno ou xilol, durante 1h.

Finalmente, as antenas foram seccionadas e montadas entre lamina e lamela em
balsamo do Canada e observadas em microscopio fotonico. As fotografias foram efectuadas

com o auxilio de uma maquina fotografica modelo " Wild MPS 12",

10
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(ii) Impregnag@o por nitrato de prata
De acordo com esta técnica, as antenas foram imersas numa solugio de 0.1% de
nitrato de prata em etanol a 70°, durante 2h a temperatura ambiente. Apés desidratagio, em
sucessivos banhos de dlcool de gradiente crescente, as antenas foram clareadas em xileno e,
posteriormente, montadas entre ldmina e lamela, em balsamo do Canada, para observagéo e

registo fotografico.

2.2.2. TECNICAS HISTOLOGICAS
2.2.2.1. Cortes semi-finos
Seccdes semi-finas (0.5-1um) de antenas de machos e fémeas de P. semipimctata
foram obtidas a partir de material preparado segundo as técnicas recorrentes para os estudos
em microscopia electrénica de transmissio (cf. 2.2.4). A realizagdo de secgdes semi-finas foi
efectuada com auxilio de facas de vidro e num ultramicrétomo "Leica Super Nova". Para
observagio ao microscopio foténico as secgdes foram coradas em solugéo de azul de toluidina

(pH 11) e posteriormente montadas em balsamo do Canada, entre ldmina e lamela.

2.2.3. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE VARRIMENTO (M.E.V.)
O material para observagio em M.E.V. foi submetido a trés tipos de preparacéo
técnica, de acordo com os objectivos a investigar: (i) fixagdo quimica, com vista a
caracterizagfo da superficie cuticular antenar externa e morfologié do processo cuticular das
sensilas antenares; (ii) tratamento ao tetraclorometano (CUPERUS, 1985), com o objectivo de
visualizar e caracterizar o sistema de poros da parede do processo cuticular de sensilas
quimiorreceptoras; e (iii) tratamento ao hidroxido de potdssio (digestdo potassica) para

identificar eventuais estruturas canaliculares de glandulas protoraxicas.

2.2.3.1. Fixac¢fo quimica
A fixacdo de material (antenas, palpos maxilares e labiais, protérax) foi realizada em
solugio de glutaraldeido a 3% em solugdio tamp@o cacodilato de sédio 0.1M (pH 7.4), durante
2h. Apés fixagdo, o material foi lavado (2x), em solugio tampédo 0.1M cacodilato (pH 7.4);
depois, foi desidratado em etanol, como habitualmente, e, finalmente, em acetona pura.
Posteriormente, o material foi submetido a secagem, segundo o método de substitui¢do ao

"ponto-critico", em di6xido de carbono liquido, num aparato modelo "Polaron E3100 Jumbo".

11
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Com vista a observagéo, o material foi montado em suportes de metal, metalizado a
ouro (~15nm de espessura) por pulverizagdo catédica, num ionizador "SCD 040 Balzers" ("Fine
coat ion sputter").

As observagdes e fotografias foram efectuadas com o auxilio de um microscépio

electrénico de varrimento modelo " Jeol J.S.M. 6400F", operado a 10 kV.

2.2.3.2. Tratamento ao tetraclorometano
Esta técnica destina-se & extrac¢@io de lipidos e consiste na imersdo das antenas em
tetraclorometano fervente, durante 1-2 min. Um procedimento repetido (3x), com a respectiva
renovagdo do liquido dissolvente. Posteriormente, o material foi submetido a secagem, em

estufa a 60°, metalizado e observado, tal como em 2.2.3.1.

2.2.3.3. Tratamento ao hidréxido de potassio (potassa)

Esta técnica destina-se a por em evidéncia as estruturas cuticulares por eliminagao de
todos os tecidos envolventes. Consiste na digestdo potassica das pecas a examinar atraves da
sua imersio em solugdo aquosa de KOH 10%, durante 12-48h, em estufa a 60°.
Posteriormente, o material foi lavado em 4acido acético 3% e agua destilada (3x), seco,

metalizado a ouro e observado em microscdpio electrénico de varrimento.

2.2.4. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISSAO (M.E.T.)
2.2.4.1. Fixacdo quimica |
A forte quitinizagiio que caracteriza a cuticula dos adultos de P. semipunctata, por
um lado, e as exigéncias inerentes ao processamento técnico do material para observagdo em
M.E.T., por outro, impuseram como condigdo, a selecgido de adultos jovens, de ambos os
sexos, com uma cuticula ainda pouco quitinizada. Um requisito fundamental de molde a
assegurar uma melhor fixagdo, impregnagiio e inclusio do material, assim como facilitar o
processo de obtengdo de secgdes ultra-finas do respectivo material.
O material (antenas, palpos maxilares e labiais, protorax) foi submetido a uma dupla
fixagdo. Num primeiro tempo, foi fixado em solugdo composta de: paraformaldeido 2% e
glutaraldeido 3% em tampdo cacodilato de s6dio 0.1M (pH 7.2), durante 24h, a 4°C. Apds
fixacdo, o material foi lavado (3x) em tampdo cacodilato 0.1M (pH 7.2) e, depois, pés-fixado,

12
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em 1% de solugfio de tetréxido de 6smio em tampao cacodilato de sodio 0.1M (pH 7.2), durante
3h,a 4°C.

Posteriormente, o material foi lavado em agua destilada (3x), contrastado em solugdo
de acetato de uranilo a 0.5% em etanol 70°, durante 2h, & temperatura ambiente € em
obscuridade, desidratado em etanol, como habitualmente, e, finalmente, impregnado ¢
incluido, 'apc’)s passagem em banhos de oxido de propileno (3x), em resina Spurr de reduzida
viscosidade (SPURR, 1969).

As secgdes ultra-finas (=70-80nm espessura) de material (antenas, palpos maxilares e

labiais, protérax), foram realizadas com auxilio de uma faca de diamante (marca

"DIATOME") e um ultramicrétomo "Leica Super Nova". Posteriormente, as secgdes foram

_ recolhidas em grelhas de cobre ou niquel de 100 € 200 mesh, previamente revestidas a formvar,
e contrastadas em solugdio de acetato de uranilo e citrato de chumbo (REYNOLDS, 1963).

As observagdes e registos fotograficos foram efectuadas com o auxilio de um

microscépio electrénico de transmisséo, modelo "Philips CM10" a 60 kV.

2.2.4.2. Tratamento ao vermelho de ruténio

As sensilas olfactivas dos insectos caracterizam-se por apresentar, ao nivel da parede
da sua estrutura cuticular, diminutos poros (SLIFER, 1970). A cada poro associa-se um conjunto
de tibulos (pore tubules), projectando-se na direcgdio do limen sensilar, via os quais, as
moléculas volateis sdo canalizadas para os receptores de membrana das terminagdes
dendriticas das células neurorreceptoras (STEINEBRECHT & KASANG, 1972; KEIL &
STEINEBRECHT, 1984).

Tem sido sugerido que a superficie dos pore-tubules ¢é constituida por
macromoléculas poli-aniénicas, com uma afinidade especial para determinados marcadores
catiénicos, entre os quais se destacam o nitrato de lantano, o vermetho de ruténio e a ferritina
cationizada (LUFT, 1976).

O vermelho de ruténio é considerado ser um consistente marcador para aquele tipo de
macromoléculas (LUFT, 1971 ab), conferindo um elevado contraste em M.E.T. quando
combinado com o tetroxido de 6smio (BLANQUET, 1976a, b). Keil (1984) desenvolveu uma
adaptagio da técnica de Luft (1971ab) ao vermelho de ruténio, com recurso aos métodos
convencionais de fixagdo, tendente a produzir um contraste optimizado dos pore-tubules, em

sensilas olfactivas.
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Com o mesmo objectivo, e em complemento ao processo "standard" de fixagéo do
material para M.E.T., foi ensaiada, neste trabalho, a aplicagdo da técnica de contrastagdo ao
vermelho de ruténio, segundo Keil (1984), para as estruturas quimiorreceptoras olfactivas
antenares de P. semipunctata.

Assim, como variante 4 metodologia seguida anteriormente (cf. 2.2.4.1.), o material
(antenas) foi pré-fixado em glutaraldeido a 2.5% em solugdo de sucrose a 5% em tampéo de
cacodilato de sédio 0.1M (pH 7.2), durante 1h. Posteriormente, o material ¢ submetido a uma
lavagem (3x) em solugdo do mesmo tampdo e depois a incubagio em solugdo contrastante de:
2% de tetroxido de 6smio; agua destilada; 0.2M de tampao cacodilato de sédio (pH 7.2) € 0.6%
de vermelho de ruténio (solu¢do aquosa), em proporg¢des idénticas.

Os processos de desidratagio, impregnagio, inclusio e de ultramicrotomia do
material foram idénticos aos referidos anteriormente para M.E.T. (cf. 2.2.4.1.). No entanto, os
cortes ultra-finos do material foram submetidos a observacio sem a prévia e convencional

dupla contrastagio por acetato de uranilo e citrato de chumbo.

2.2.5. BIOMETRIA SENSILAR
O comprimento ¢ didmetro basal das sensilas antenares, foram obtidos segundo dois
processos: (i) a partir de fotografias efectuadas a0 M.E.V.; ¢ (ii) a0 M.F., com base em
preparagdes das suas estruturas cuticulares, depois de prévia remogéo da superficie antenar,
com auxilio de uma fina l4mina de escalpelo, e montagem, entre ldmina ¢ lamela. Para as
medi¢cbes em microscopia foténica, foi utilizada uma ocular micrométrica, previamente
calibrada.

A espessura da parede cuticular das sensilas, assim como o didmetro dos poros da
parede cuticular das sensilas olfactivas, foram determinados com base em fotografias obtidas
em microscopia electrénica de transmissao.

Os valores referidos para cada parimetro sdo o resultado de uma média de vinte
medicSes efectuadas para cada tipo de sensila, em vinte individuos de ambos os sexos,

respectivamente.

2.2.6. DISTRIBUICAO E QUANTIFICACAO DE SENSILAS
Foi efectuado um estudo qualitativo dos tipos mais representativos de sensilas
antenares mecanorreceptoras (caéticas), olfactivas (basiconicas) e mecano-gustativas

(tricides), baseado num método de ‘amostragem, do padrdo de distribui¢do dos valores de
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frequéncia numérica, ao longo do flagelo antenar. O estudo envolveu individuos de ambos os
sexos: quatro machos e cinco fémeas. Para cada individuo, procedeu-se a uma selecgéo e
numeraciio dos segmentos flagelares. Dos nove segmentos que compdem o flagelo antenar de
P. semipunctata, foram seleccionados cinco, seguindo um critério de alternancia, depois
identificados numericamente, do seguinte modo, a partir da base: 1, 3, 5, 7, 9. Em cada
segmento, ¢ para cada uma das respectivas faces (dorsal e ventral), foram definidas trés
regides distintas: basal, mediana e distal, com uma é4rea equivalente (aprox. 150 pm), num
total de trinta regides por individuo.

A quantificagio de sensilas foi efectuada a partir de fotografias corréspondentes a
cada uma das areas definidas em cada segmento seleccionado.

Nesse sentido, os exemplares utilizados no estudo foram previamente
antenoctomizados, e as respectivas antenas fixadas em bouin alcodlico, durante 24h, sendo,
posteriormente, desidratadas em etanol, como habitualmente, e, finalmente, clareadas em
xilol/fenol (3/1) (MARTOJA & MARTOJA, 1967). Para observagio microscopica e posterior
registo fotogafico os segmentos seleccionados foram montados, entre lamina e lamela, em

meio de Hoyer (SCHAFER & SANCHEZ, 1976).

2.2.7. TRATAMENTO ESTATISTICO
Para a andlise dos dados de frequéncia das sensilas do flagelo antenar de P.
semipunctata, foi utilizada a Analise Factorial de Correspondéncias (AFC) para texto do
Programa SPAD(T)..
Os valores de frequéncia de sensilas de P. semipunctata foram estabelecidos em
funcdo das variaveis: (i) tipo de sensila; (ii) face do articulo; (iii) regifio de amostragem; e (iv)
nimero do articulo flagelar, num universo de cinco fémeas e quatro machos. Deste modo,
definiu-se um total de noventa descritores.
Para cada descritor ou modalidade de variavel foi atribuido um cédigo de referéncia.
Assim, os individuos foram identificados segundo um cddigo diferenciado, de acordo com o
sexo. A saber: numérico (0, 3, 5, 7, 8), para as fémeas, e alfanumérico (Al, C1, J1, Z1), para
os machos. Para a variavel tipo de sensila aparecem as modalidades: sensila caética (C),
sensila basiconica (B) e sensila tricéide (T). Relativamente & regiio de amostragem, foram
definidas as modalidades: regido distal (D), regiio mediana (M) e regido basal (B) para as

faces dorsal (D) e ventral (V), de cinco segmentos seleccionados.
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Deste modo, cada individuo aparece caracterizado segundo um codigo alfanumérico
correspondente, por ordem sequencial, as modalidades das variaveis tipo de sensila (C, B, T),
face do articulo (V, D), regido de amostragem (D, M, B) e numero de articulo (1, 3, 5, 7, 9).
Assim, por exemplo, o codigo CVM7 corresponde aos descritores: sensila caética da face
ventral, da regido mediana do articulo 7.

Dos noventa descritores disponiveis apenas foram considerados, para fins estatisticos,
aqueles que ndo possuiam um valor nulo. Assim, foram seleccionados oitenta e cinco
descritores, tendo ficado excluidos: BVM1, BVB1, BDD1, BDM1, BDBI1.

A par de uma AFC, foram também utilizadas as técnicas de Agrupamento e
Classificacdo (AC) e Andlise Discriminante (AD), de acordo com os procedimentos descritos
em Lébart & Morineau (1985).

Na AC foi adoptado o método dos vizinhos mais préximos, com base nos dois, quatro
e seis primeiros eixos factoriais. No entanto, apenas foram considerados os resultados
relativos aos dois primeiros eixos factoriais, uma vez que para os quatro e seis primeiros eixos
factoriais os resultados mantiveram uma coeréncia estrutural. Por outro lado, face & dimenséo
do universo de individuos envolvidos no presente estudo, tomou-se a opg¢do de caracterizar
um numero-limite (cinco) de classes de individuos.

A caracterizagdo dos individuos de cada classe foi feita de acordo com o seguinte
critério: um descritor € caracteristico de uma classe desde que tenha para os individuos dessa
classe um peso superior, em pelo menos, 10% ao peso de todos os descritores nesses
individuos. Por exemplo, as fémeas tém para todos os descritores 63% das sensilas; um
descritor que tivesse para o conjunto das cinco fémeas um peso superior a 69%, seria
considerado caracteristico do grupo das fémeas.

O mesmo método seria utilizado para caracterizar os sub-grupos de fémeas e de
machos. Por sua vez, consideraram-se como caracterizantes fidveis do sexo os descritores
retidos em cada sub-grupo do mesmo sexo. Destes, seleccionaram-se os dois de maior
aumento relativamente ao peso dos descritores em cada sexo (superior a 40% nas fémeas ¢ a

30% nos machos), que se utilizaram conjunta ou separadamente na AD dos individuos.
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3. SISTEMA QUIMIORRECEPTOR ANTENAR DE P. semipunctata

3.1. INTRODUCAO

Os insectos caracterizam-se por possuir uma capacidade sensorial extremamente
apurada e versatil, gracas a um desenvolvido e multi-especializado sistema sensorial
(GETCHEL, 1986; ANHOLT, 1987; PELOSI & MAIDA, 1990).

Neste dominio, importa destacar a preponderincia funcional das antenas, possuindo
estruturas sensoriais (sensilas) constituidas por células neuroreceptoras fisiologicamente
especializadas na detec¢iio dos mais diferenciados estimulos. A quimiorrecepgdo representa,
no quadro da sua biologia sensorial, a modalidade de maior relevancia (ALTNER er al., 1977).

De acordo com os estudos de microscopia electronica (varrimento e transmisséo) €
de electrofisiologia, foi possivel estabelecer uma correlagio entre a estrutura e a fungo das
sensilas (ZACHARUK, 1980; ROSPARS, 1985).

Contudo, as primeiras classificages de sensilas basearam-se exclusivamente na sua
morfologia (SLIFER, 1961; 1970; SCHNEIDER, 1964). Posteriormente, apareceram outras
propostas de classificagéo, conjugando aspectos ultrastruturais e electrofisiologicos (ALTNER,
1977).

Zacharuk (1980) preconizara uma classificagdo muito semelhante a de Altner (1977),
baseando-se, fundamentalmente, em caracteristicas da estrutura cuticular das sensilas. No
entanto, a classificagio de Altner (1977) serviu de base a posteriores propostas de
classificagdo para definir os diferentes tipos morfologico-funcionais de sensilas (ALTNER &
PRILLINGER, 1980; ZACHARUK, 1980; ALTNER et al., 1983).

Assim, puderam definir-se trés tipos principais de sensilas, onde se combinam,
simultaneamente, aspectos estruturais e funcionais:

)] sensilas porosas, de base ndo articulada, denominadas wall pore (WP), segundo Altner
(1977), também designadas multipores (MP) por Zacharuk (1980). Neste grupo de
sensilas, podem ainda incluir-se as sensilas de parede cuticular simples, single-wall
(SW), e as sensilas de parede cuticular dupla, double-wall (DW). Funcionalmente, estas
senstlas sdo classificadas de olfactivas;

(ii) sensilas com um poro terminal, denominadas terminal pore sensilla (TP), de acordo
com Altner (1977), ou uniporous sensilla (UP) segundo Zacharuk (1980). Sensilas que

possuem uma base de insercio flexivel. Funcionalmente, este tipo de sensila
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caracteriza-se pela sua condigdo bimodal, com neurorreceptores de fungio gustativa e
mecanoreceptora; €

(iii)  sensilas aporosas, designadas de non pore sensilla (NP), segundo Altmer (1977), e
aporous sensilla (AP), de acordo com Zacharuk (1980). Neste grupo de sensilas.
destacam-se, ainda, aquelas que possuem uma base articulada, com uma fungéo
exclusivamente mecanoreceptora (FRENCH & KUSTER, 1981), ¢ as de base ndo

articulada, identificadas como sendo higro-termorreceptoras (ZACHARUK, 1980).

Estudos comportamentais e electrofisiologicos em P. semipunctata demonstraram a
importincia dos estimulos olfactivos (compostos volateis) no processo de localizagio do
hospedeiro, com os neurorreceptores olfactivos antenares tendo um papel quimiorreceptor
determinante (BARATA, 1997).

Um estudo preliminar sobre a morfologia e estrutura geral das antenas de P.
semipunctata confirmara a presenga de diversos tipos morfologicos de sensilas
quimiorreceptoras antenares (LOPES, 1990). No entanto, carecia-se de um estudo detalhado
sobre as suas caracteristicas anatémicas e ultrastruturais.

Deste modo, importava desenvolver, a luz dos resultédos electrofisiologicos e
comportamentais, uma investigagio sobre a ultrastrutura funcional do sistema
quimiorreceptor antenar de P. semipunctata, enquadrando-a no contexto da comunicacéo
quimica.

Assim, o presente estudo teve por objectivo especifico proceder a uma caracterizaggo
dos diferentes tipos de sensilas quimiorreceptoras antenares de P. semipunctata, dando
particular énfase aos seus aspectos morfologico-funcionais mais caracterizantes,
nomeadamente os relacionados com as componentes cuticular (porosidade e sistema estrutural
condutor de moléculas) e neurorreceptora/dendritica. Para o efeito recorreu-se as

microscopias fotonica e electrénica de varrimento e transmiss&o.
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3.2. RESULTADOS
3.2.1. MORFOLOGIA E ESTRUTURA GERAL DA ANTENA
3.2.1.1. Morfologia externa

P. semipunctata é caracterizada por apresentar um par de antenas desenvolvidas, cujo
comprimento est4 na origem de um dimorfismo sexual (LOPES, 1990). Compostas por onze
segmentos, dos quais se destacam o escapo ¢ o pedicelo, e nove articulos flagelares (Fig. II).
A excepgido do Gltimo, cada segmento flagelar possui um par de espinhos distais, de dimens&o
distinta: um pequeno, no angulo apical anterior; ¢ um mais desenvolvido, no &ngulo apical
posterior (Fig. II; Prancha 1, Fig. 1).

Ao nivel da regiio mediana posterior ventral do twltimo segmento flagelar dos
machos, identifica-se uma zona glabra, com a presenga de poros, possivelmente glandulares
(Prancha 1, Figs. 2, 5 ¢ 6) (cf. Cap. III). Além disso, o segmento flagelar apical dos machos
revela uma ligeira constri¢io sub-apical, nfo existente nas fémeas, € um contorno circular.
Em corte transversal, os outros articulos flagelares apresentam uma secgéio de contorno

eliptico.

3.2.1.2. Estrutura interna do flagelo antenar
Internamente, o flagelo antenar é percorrido por duas traqueias, um vaso
hemolinfatico central, de parede fina, e 0 nervo antenar constituido por dois feixes principais
(Prancha 2, Fig. 1). Estes encerram um elevado numero de extensdes axoniais das células

neurorreceptoras que constituem as sensilas antenares (Prancha 2, Fig. 2).

3.2.2. SISTEMA SENSORIAL ANTENAR
3.2.2.1. Tipologia, distribui¢cdo e morfologia externa
A superficie antenar comporta um elevado niimero de estruturas sensoriais. A
terminologia adoptada na identificacdo dos diferentes tipos de sensilas baseia-se naquela
definida por Schneider (1964) e Dyer & Seabrook (1975).
Foram identificados dez tipos de sensilas antenares em P. semipunctata: sensila
caética forte; s.caética longa; s.caética distal; s.caética média; s.caética pequena; s.tricéide; s.

basiconica I; s.basiconica II; s.basiconica de parede estriada e s. em clpula)(LOPES, 1990).
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Fig

Fig.

Fig.

Fig.

PRANCHA 1

ANTENA DE Phoracantha semipunctata E SENSILAS QUIMIORRECEPTORAS ANTENARES

. 1. Regido de transicio do quarto para o quinto segmento flagelar da antena. Na

extremidade apical do quarto segmento flagelar observa-se a presenca de um par de
espinhos de diferente dimensdo. Espinho anterior (cabeca de seta); espinho posterior

(seta). Fotografia obtida em microscopia foténica (M.F.). (Barra= 10um)

. 2. Regi#io mediano-distal do segmento flagelar apical da antena de um macho, sendo

assinalada a localiza¢do da zona glabra (GL). (M.F.). (Barra= 10 pum).

. 3. Sensilas basiconicas de tipo II (cabega de seta), apresentando o limen da estrutura

cuticular impregnado por violeta de cristal. (M.F.). (Barra= 10 um).

4. Sensilas basiconicas de tipo I (dupla seta) e de tipo II (seta), apresentando o limen da

estrutura cuticular impregnado por nitrato de prata. (M.F.). (Barra= 10 um).

5. Segmento flagelar apical de um macho, evidenciando a regido glabra (duplas setas).

Fotografia obtida em microscopia electrénica de varrimento (M.E.V.). (Barra= 100

pm).

6. Detalhe da regifio glabra, com a presenga de poros glandulares distribuidos pela sua

superficie. Assinala-se a presenca de dois (cabega de seta e seta ) tipos dimensionais

de poros glandulares. (M.E.V.). (Barra= 10 um).

Fig. 7. Sensila tricéide, cujo lumen da estrutura cuticular, na sua regifio apical, aparece

impregnado por nitrato de prata (seta). (M.F.). (Barra= 10 um).
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No presente estudo, caracterizam-se apenas os tipos de sensilas quimiorreceptoras, numa
perspectiva orientada para o conhecimento da biologia sensorial de P. semipunctata no
contexto das relagdes insecto/arvore-hospedeira (E. globulus). Entre as sensilas de tipo

quimiorreceptor destacam-se as sensilas dos tipos basicénico e tricdide.

Sensilas basiconicas de tipo |

Este tipo de sensilas caracteriza-se, externamente, por possuir um processo cuticular
(comprimento: 20-27 pum) recurvo, na sua parte proximal, e afilado, distalmente (Prancha 1,
Fig. 4; Prancha 2, Figs. 3 e 4). A sua base de insergdo ¢ de tipo ndo articulado, implantada
sobre uma pequena cupula cuticular, rodeada, em certos casos, por um "sulco" semi-circular
de natureza glandular (Fig. III). A parede do processo cuticular é multiporosa (Prancha 2, Fig.
7). O lumen sensilar aparece impregnado quando as antenas sdo submetidas a técnica de
impregnacéo por violeta de cristal ou nitrato de prata (Prancha 1, Fig. 4).

Relativamente a sua distribuigiio, as sensilas basicénicas de tipo I localizam-se
principalmente ao longo da margem anterior do flagelo antenar. Nos segmentos distais, a sua

distribui¢do apresenta um padréio mais uniforme (cf. LOPES, 1990) (Fig. II).

Sensilas basiconicas de tipo II

O processo cuticular deste tipo de sensilas basicOnicas apresenta uma configuragfio
conica, com uma extremidade ligeiramente embotada, de dimensdo varidvel (comprimento:
10-17um) (Prancha 1, Figs. 3 e 4; Prancha 2, Fig. 3).

De base ndo articulada, o processo cuticular deste tipo de sensila basiconica
apresenta uma paredé perfurada de inimeros poros, aparentemente mais numerosos do que no
caso das sensilas basicénicas de tipo I (Prancha 2, Fig. 6). O limen sensilar é impregnado por
violeta de cristal ou por nitrato de prata (Prancha 1, Figs. 3 ¢ 4).

As sensilas basiconicas de tipo II distribuem-se . preferencialmente na margem
anterior do flagelo antenar (Fig. II), formando aglomerados ("ninhos") (Prancha 2; Fig. 3)
alojados em pequenas concavidades da superficie antenar, principalmente na regido distal
anterior dos segmentos basais ¢ medianos do flagelo antenar. Nos segmentos distais, a sua

distribui¢éio adquire um padrio mais uniforme.
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PRANCHA 2

SENSILAS QUIMIORRECEPTORAS ANTENARES EM P. semipunctata

Figs. 1- 9. Fotografias obtidas em M.E.V.

Fig. 1. Secgdo transversal de uma antena, evidenciando a sua organizagfo interna, de que se
destaca: um par de traqueias (Tr), dois ramos componentes do nervo antenar (AN) e
um vaso hemolinfatico (asterisco). (1,330 x).

Fig. 2. Detalhe de um ramo do nervo antenar, albergando um nimero elevado de extensdes
axoniais (Ax). (6000x).

Fig. 3. Detalhe de uma regidio da superficie antenar evidenciando a presenga de um "ninho" de
sensilas basicdnicas de tipo II (cabega de seta). Pode observar-se também a presenca
adjacente de duas sensilas basiconicas de tipo I (dupla cabeca de seta). (Barra= 10um).

Fig. 4. Sensilas basicénicas de tipo I (cabeca de seta). (Barra= 10um).

Fig. 5. Sensila basiconica de parede estriada. (Barra= 1pum).

Fig. 6. Detalhe da superficie cuticular de uma sensila basiconica de tipo II, observando-se
numerosos poros. (Barra= 500nm).

Fig. 7. Detalhe da superficie cuticular de uma sensila basiconica de tipo I. Poros (cabega de
seta). (Barra= 500nm).

Fig. 8. Sensila tric6ide antenar (cabega de seta). (Barra= 10um).

Fig. 9. Detalhe da extremidade distal de uma sensila tricéide. Observa-se a presenca de um
poro apical. A superficie cuticular circundante parece ser caracterizada por uma

cuticula porosa. (Barra= 500nym).
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Figura ll. Representac&o esquematica do padréo de distribuic8o das sensilas basiconicas (tipos | e i)
do flagelo antenar de P. semipunctata. Face dorsal (A), face ventral (B).

Sensilas basiconicas de parede estriada

Este tipo de sensilas basiconicas distingue-se pela microescultura canelada que
caracteriza a extensio mediano-distal da parede da respectiva estrutura cuticular (Prancha 2,
Fig. 5). De dimensdo reduzida (comprimento: 5-6 pm), a base de inser¢io das sensilas

basiconicas de parede estriada é de tipo ndo articulado. O seu nimero € reduzido,
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apresentando um padréo de distribuigfo dispersivo e irregular. Contudo, este tipo de sensilas
encontra-se, por vezes, associadas a sensilas basiconicas de tipo II, nas areas correspondentes

a localizagdo dos seus "ninhos".

Sensilas tricdides

As sensilas tricéides apresentam uma estrutura cuticular (50-200 pm comprimento)
de configuragdo sigmdide, percorrida, longitudinalmente, por uma s6 estria, com a
extremidade orientada no sentido exterior da antena (Prancha 2, Fig. 8). Na extremidade
distal, a estrutura cuticular sensilar caracteriza-se por possuir um poro apical, em torno do
qual se observa uma cuticula de textura aparentemente porosa (Prancha 2, Fig. 9). Quando
tratadas pelo violeta de cristal ou nitrato de prata, o 4pice do limen sensilar apresenta-se
impregnado (Prancha 1, Fig. 7).

As sensilas tricéides inserem-se numa depressio da superficie antenar, rodeadas por
um colar cuticular (Fig. VI).

As margens laterais dos segmentos flagelares e a regiio distal do segmento flagelar

apical séo as areas de localizac@o preferencial das sensilas tricoides.

3.2.2.2. Ultrastrutura Interna

Sensilas basicénicas de tipo I

a) ORGANIZACAO NEURONAL

Este tipo de sensilas basiconicas é constituido por uma célula neurorreceptora
(Prancha 3, Figs. 1 e 2). Do seu corpo celular, piriforme, desenvolve-se, por um lado, uma
extensdo basal, o axdnio, e, por outro, uma projecgio distal, o dendrito (Fig. III; Prancha 3;
Figs. 1 e 2).

O dendrito apresenta uma constri¢8io, identificada de regido ciliar, a qual estabelece
uma divisdo entre as extensdes proximal e distal dendriticas morfolégica e citologicamente
diferenciadas: (i) o segmento dendritico proximal, ¢ (ii) o segmento dendritico distal (Fig. III;
Pranchas 3; Fig. 4; Prancha 4; Fig. 2). O segmento dendritico distal apresenta um didmetro
inferior aquele do segmento dendritico proximal e um citoplasma preenchido unicamente por

microtabulos.
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O segmento dendritico proximal apresenta, na regido distal, préxima da regido ciliar,
dois pares de corpos basais (proximais e distais) (Fig. III; Prancha 3; Fig. 4; Prancha 4;
Fig.2).

Estruturalmente, os corpos basais s3o constituidos por uma associagio de
microtubulos, dispostos, perifericamente, sob a forma de nove tripletos, segundo a formula
9x3+0 (Prancha 4, Fig. 1). A par dos corpos basais, destaca-se a presenca de uma raiz ciliar
estriada (ciliary rootlet), desenvolvendo-se a partir do par de corpos basais distais na direcgio
do par de corpos basais proximais (Fig. I11; Prancha 4, Fig. 2).

O segmento dendritico distal desenvolve-se distalmente, no sentido da estrutura
cuticular sensilar, penetrando o respectivo liimen sensilar (Fig. I1I; Prancha 4; Fig. 4; Prancha
5; Fig. 1). Uma bainha cuticular envolve o segmento dendritico distal desde a regido ciliar

até proximo da base da estrutura cuticular (Prancha 4; Figs. 2 e 4; Prancha 5; Fig. 1).

b) CELULAS AUXILIARES
A célula neurorreceptora é envolvida por trés células auxiliares: (i) a célula
tecogénica (basal); (ii) a célula tricogénica (intermédia) e (iii) a célula tormogénica (distal)
(Fig. III; Prancha 3; Fig. 1). '

A célula tecogénica envolve directamente o corpo celular neurorreceptor, o segmento
dendritico proximal, assim como a extens3o inicial do segmento dendritico distal (Prancha 3;
Figs. 1 a 4; Prancha 4; Figs 1, 2 e 3). A nivel da regido ciliar dendritica, a membrana da célula
tecogénica desenvolve uma invaginagdo, a qual delimita uma cavidade extracelular, o sinus
ciliar, onde se observa, por vezes, microvilosidades emitidas pela superficie apical da
respectiva membrana celular (Fig. III; Prancha 3; Figs. 3 e 4; Prancha 4; Fig. 2).

Por sua vez, as células tricogénica e tormogénica delimitam, em comum, o sinus
sensilar, marginado também por um sistema de microvilosidades desenvolvidas pelas
membranas plasmaticas de ambas as células (Fig. III; Prancha 4; Fig. 3). Este encerra um
licor sensilar de textura floculenta.

A parede basal do sinus sensilar é formada pela célula tricogénica, enquanto a parede
lateral, que se desenvolve até a base da estrutura cuticular sensilar, é constituida, em toda a
sua extenséo, pela superficie externa da membrana plasmética da célula tormogénica (Fig. III;
Prancha 4; Fig. 3). O segmento dendritico distal atravessa o sinus sensilar rodeado pela

bainha cuticular, terminando esta préximo da base da estrutura cuticular sensilar (F 1g III).

Qé‘ B’R-JQ

25 g\

¥
r
»



Resultados Sistema Quimiorreceptor Antenar de P. semipunctata

PRANCHA 3

SENSILAS BASICONICAS DE TIPO |

Figs. 1- 4. Fotografias obtidas em M.E.T.

Fig. 1. Secgdo longitudinal de uma sensila da antena de um macho. Observa-se o corpo
celular de uma célula neurorreceptora (SC) e as células auxiliares. Célula tecogénica
(TH); célula tricogénica (TR); célula tormogénica (TO); superficie cuticular (CU).
(5,600 x) . |

Fig. 2. Detalhe do corpo celular da célula neurorreceptora. Célula tecogénica (TH); célula
tricogénica (TR); dictiossomas (D); granulos electrodensos (Gr); reticulo
endoplasmico rugoso (RER). (7, 400 x).

Fig. 3. Secc¢do transversal do segmento dendritico proximal (IDS) de uma célula
neurorreceptora. A estrutura radicular (ciliary rootlet) aparece seccionada
transversalmente (seta). Célula tecogénica (TH); célula tricogénica (TR); sinus ciliar
(asterisco); sinus sensilar (Ss). (12,500 x). ’

Fig. 4. Secg¢do longitudinal ao nivel da regido ciliar dendritica de uma célula neurorreceptora.
Observam-se os corpos basais proximais (pb) e distais (db), o ciliary rootlet (seta) € a
extens3o basal da bainha cuticular dendritica (cabega de seta). Célula tecogénica (TH);

célula tricogénica (TR); célula tormogénica (TO); sinus ciliar (asterisco). (9,900 x).
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AX

Figura III. Reconstrugdo esquematica de uma sensila basiconica de tipo | da antena de P.
semipunctata. Ax, axénio; bb, corpos basais; cabeca de seta, pore-tubules; cr, ciliary rootlet. CS,
sinus ciliar, CU, superficie cuticular antenar; db, ramificacdes dendriticas; ds, bainha cuticular; EC,
célula epidérmica; GC, célula glandular; HS, estrutura cuticular; ids, segmento dendritico proximal;
ods, segmento dendritico distal; R, reservatério; SC, célula sensorial; seta grande, abertura
glandular, seta pequena, poro; SL, limen sensilar; S8, sinus sensilar; TH, célula tecogénica; TO,
célula tormogénica; TR, célula tricogénica.
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PRANCHA 4

SENSILAS BASICONICAS DE TIPO I

Figs. 1- 4. Fotografias obtidas em M.E.T.

Fig. 1.

Fig. 2.

Fig. 3.

Fig. 4.

Secc¢do transversal de um segmento dendritico proximal (IDS), ao nivel do corpo basal
proximal (pb). Observa-se a disposi¢do tipica dos microtubulos que constituem o
corpo basal. Célula tecogénica (TH); célula tricogénica (TR); desmossomas (cabeca de
seta). (38,900x).

Secgdo longitudinal através da regido ciliar dendritica. Bainha cuticular (cabega de
seta); célula tecogénica (TH); célula tricogénica (TR); ciliary rootlet (seta); corpos
basais distais (db); corpos basais proximais (pb); segmento dendritico proximal (IDS);
segmento dendritico distal (ODS); sinus ciliar (asterisco). (7,400 x).

Seccdo longitudinal ao nivel do sinus sensilar (asterisco). Observa-se o segmento
dendritico distal cujo citoplasma € caracterizado pela presenga de microtubulos
(cabega de seta). Célula tricogénica (TR); célula tormogénica (TO); microvilosidades
(Mv). (4,450 x).

Sec¢do longitudinal da estrutura cuticular (HS) de uma sensila. Observa-se a
ocorréncia de dilatagdes (cabega de seta) da membrana das projec¢des dendriticas, no

limen sensilar (SL). Bainha cuticular (dupla seta); poros (setas pequenas). (6,200 x).
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¢) ESTRUTURA CUTICULAR

A parede cuticular das sensilas basiconicas de tipo I apresenta uma espessura basal
variavel (0.2-0.3um). Em corte transversal, observa-se a presenga de poros cuticulares do tipo
pore keetle (ZACHARUK, 1980), alargando-se internamente (40-60nm didmetro, na regidio mais
dilatada) (Fig. III; Prancha 4, Fig. 4; Prancha 5, Fig. 1). A cada poro associam-se finos
tibulos (pore-tubules, ERNST, 1969) (0.1-0.2um comprimento) (Prancha 5, Figs. 2 e 4;
Prancha 6, Figs. 1, 2, 3, 5 e 6), em niimero variavel (4-6), desenvolvendo-se em direcgdo ao
limen sensilar. Alguns dos pore-tubules parecem contactar, em certos casos, a membrana das
terminagdes dendriticas (Prancha 6, Fig. 6).

No limen sensilar da estrutura cuticular o segmento dendritico distal ramifica-se,
originando diversas terminagdes dendriticas, desprovidas de bainha cuticular (Fig. III;
Prancha 4, Fig. 4; Prancha 5, Figs. 1 e 3; Prancha 6, Figs. 2-6). Em determinados casos, a
membrana de algumas terminag¢des dendriticas forma dilatagdes, conhecidas por beads ou
bulbous swellings (ZACHARUK, 1980; KEIL, 1989), assim como sub-ramifica¢des (Prancha 4,
Fig.4; Prancha 6, Fig. 4).

O liimen sensilar da estrutura cuticular ¢ preenchido pelo licor sensilar electroltcido.
Porém, em preparagdes tratadas por vermelho de ruténio, o licor senmsilar evidencia um

aspecto filamentoso ou floculento (Prancha 35, Fig. 4).

Sensilas basiconicas de tipo 11

a) ORGANIZACAO NEURONAL

As sensilas basiconicas de tipo II sdo constituidas por duas células neurorreceptoras
bipolares, com uma extensfo basal, 0 axdnio, e um prolongamento distal, o dendrito (Fig. IV).
O corpo celular das células neurorreceptoras, localizado, geralmente, na proximidade do
limite inferior da epiderme antenar, com uma morfologia arredondada ou elipséide, possui um
nucleo central desenvolvido, rico em cromatina (Prancha 7, Fig. 1). O seu citoplasma
caracterizou-se por apresentar numerosas mitocondrias, ribossomas, microfilamentos, gotas
lipidicas e reticulo endoplasmico rugoso e liso. Outros organitos membranares, tais como

dictiossomas, vesiculas e corpos multivesiculares foram também observados (Fig. IV;
Prancha 7, Fig. 1).
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PRANCHA 5

SENSILAS BASICONICAS DE TIPO I

Figs. 1- 4. Fotografias obtidas em M.E.T.

Fig. 1. Secgdo longitudinal do processo cuticular. Observa-se a profusdo de ramificagdes
dendriticas (asterisco) no limen sensilar (SL). A base de inser¢do da estrutura
cuticular sensilar caracteriza-se por ser de tipo ndo articulado. Poros (setas). (13, 340
X).

Fig. 2. Seccdo tangencial a nivel da parede da estrutura cuticular de uma sensila. Observa-se a
presenca de pore-tubules (setas) associados a cada poro. (41,200 x).

Fig. 3. Secgdo obliquo-transversal na regido basal da estrutura cuticular de uma sensila.
Segmento dendritica distal (D); ramificagdes dendriticas (asterisco); poros (setas).
(21,850 x).

Fig. 4. Secgdo transversal da estrutura cuticular de uma sensila apos tratamento ao vermelho
de ruténio. Os pore-tubules (setas) aparecem seccionados longitudinalmente,
evidenciando um notério contraste. O limen sensilar (SL) apresenta um contetudo de

tipo filamentoso electrodenso. Ramificagéo dendritica (D). (39,900 x).
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Cada dendrito € constituido por uma extensdo proximal, o segmento dendritico
proximal, € uma extensio distal, o segmento dendritico distal, morfologica e citologicamente
distintos entre si (Fig. IV; Prancha 7, Fig. 4).

O segmento dendritico proximal apresenta uma constitui¢do citolégica semelhante
aquela que caracteriza o corpo celular da célula neurorreceptora (Prancha 6, Fig. 7; Prancha
7, Figs. 1,2 ¢ 4).

Todavia, na regido distal, cada segmento dendritico proximal é caracterizado pela
presenca de dois pares de corpos basais (proximais e distai) (Fig. IV; Prancha 7, Figs. 3-5),
apresentando, cada um deles, uma organizagdo que, em sec¢do transversal, aparece
constituida por nove tripletos de microtibulos, segundo a férmula 9x3+0 (Prancha 7, Fig. 3).
A partir do corpo basal distal, desenvolve-se uma estrutura radicular estriada (ciliary rootlet),
que se prolonga, longitudinalmente, para além do par de corpos basais proximais (Fig. IV;
Prancha 7, Figs. 2 e 3).

O dendrito apresenta, na regido ciliar, uma organizagdo estrutural tipica, constituida
por nove dupletos microtubulares dispostos perifericamente, quando observado em secgéo
transversal, sob a formula 9x2+0 (Prancha 7, Fig. 6).

A partir da regido ciliar, o citoplasma dos segmentos dendriticos distais caracteriza-
s¢ por apresentar um numero acrescido de microtibulos, orientados longitudinalmente
(Prancha 7, Fig. 4). O seu nimero diminui, contudo, ao nivel das ramificagdes e terminagdes
dendriticas, no interior do limen sensilar da estrutura cuticular. De registar, em determinados
casos, um didmetro diferenciado entre os segmentos dendriticos distais (Prancha 8, Fig. 4).

Os segmentos dendriticos distais de ambas as células neurorreceptoras prolongam-se
distalmente, invadindo o lumen sensilar da estrutura cuticular (Fig. IV; Prancha 8, Figs. 5-7).
A entrada da estrutura cuticular sensilar, os segmentos dendriticos sdo objecto, por vezes, de
um profuso processo de divisdo, o qual estd na origem de multiplas terminagdes dendriticas,
que, depois, se prolongam através do seu limen sensilar (Prancha 8, Figs. 5 e ). Noutros
casos, as ramificagdes dendriticas sucedem apenas no interior deste ultimo (Prancha 8, Fig. 6).

As projecgdes axoniais das células neurorreceptoras, por seu lado, apresentam uma
constituigdo citologica similar aquela dos corpos celulares neurorreceptores, designadamente

com a presenca de mitocondrias, microtibulos e, ocasionalmente, vesiculas electrolucidas.
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SENSILAS BASICONICAS DE TIPO I E DE TIPO II

Figs. 1- 6. Secgdes da estrutura cuticular de sensilas basicénicas de tipo I, a diferentes niveis.
Fotografias obtidas em M.E.T.

Figs. 1- 3. Nivel proximal. Fig. 1. Sec¢do longitudinal. Observa-se a presenga de microtubulos (cabega
de seta) no citoplasma de uma projec¢do dendritica distal, no limen sensilar da estrutura
cuticular. De observar também uma dilatagdo (seta) de membrana da projec¢do dendritica.
Pore-tubules (setas pequenas) (29,450x). Fig. 2. Sec¢do obliquo-transversal. Observa-se a
presenca de uma projecgdo dendritica distal (D) e duas ramificagdes dendriticas (asterisco) no
lumen sensilar, o qual € preenchido pelo licor sensilar de aparéncia electrodensa. Alguns pore-
tubules (setas) desenvolvem-se através do limen sensilar, em direccdo a projeccdo e
ramificagdes dendriticas (29,450 x). Fig. 3. Sec¢@o transversal. Destaca-se a presenga, no
limen sensilar, de uma projec¢do dendritica distal (D), com os microtibulos citoplasmicos
bem preservados, e uma ramifica¢do dendritica (cabeca de seta). Poros (setas). (29,450 x).

Fig. 4. Seccdo obliquo-transversal de uma sensila, numa regido mediano-distal da respectiva estrutura
cuticular. Observam-se inimeras ramifica¢cdes dendriticas no limen sensilar. A membrana de
algumas das ramificagdes dendriticas exibem dilatagbes (cabega de seta). Poros (setas).
(21,850 x).

Fig. 5. Secgdo transversal de uma sensila, num nivel distal ao da Fig. 4. E notéria a redugio do nimero
de poros cuticulares (setas) e de ramifica¢des dendriticas (asterisco) comparativamente aquele
observado numa regido mediana da estrutura cuticular. Pore-tubules (setas pequenas). (39,900
X).

Fig. 6. Sec¢do longitudinal de uma sensila, numa regido basal da respectiva estrutura cuticular. Por
vezes, 0s pore-tubules (setas) contactam a membrana das ramificagdes dendriticas (asterisco).
Projecc¢do dendritica distal (D). (29,450 x).

Fig.7. Fotografia obtida em M.E.T. Sensila basiconica de tipo II. Secgdo longitudinal ao nivel do
corpo celular de uma célula neurorreceptora (SC) e do respectivo segmento dendritico
proximal (IDS). Neste plano de corte, observa-se também o segmento dendritico distal (cabega
de seta) de uma segunda célula neurorreceptora. O corpo celular e os segmentos dendriticos
proximais s@o directamente envolvidos pela célula tecogénica (TH), cuja membrana, na regido
apical, forma uma invaginagdo que esta na origem do sinus ciliar (asterisco). Aparato de Golgi
(G); célula tricogénica (TR); célula tormogénica (TO);, gotas lipidicas (L); reticulo

endoplasmico rugoso (RER); ribossomas (seta); vesiculas (V). (7,400 x).
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b) CELULAS AUXILIARES

As células neurorreceptoras sdo envolvidas por trés células auxiliares: (i) tecogénica,
(ii) tricogénica e (iii) tormogénica.

A célula tecogénica envolve os corpos celulares das células neurorreceptoras e os
seus segmentos dendriticos proximais, assim como a regido basal dos segmentos dendriticos
distais (Prancha 7, Figs. 1-6; Prancha 8, Fig. 3), com os quais desenvolve, em determinadas
regides, é4reas de jungdo (desmossomas). E frequente observar os segmentos dendriticos
proximais serem individualizados pela célula tecogénica (Prancha 7, Figs. 1 € 4).

Proximo da regido ciliar a membrana plasmatica da célula tecogénica invagina-se e,
frequentemente, diferencia um sistema de microvilosidades que delimitam o sinus ciliar (Fig.
IV, Prancha 7, Figs. 5). Na margem interna das microvilosidades desenvolvidas pela
membrana da célula tecogénica, € possivel observar aglomeragdes de microtibulos (Prancha
1, Fig. 6).

A célula tecogénica forma a bainha cuticular dendritica, que envolve os segmentos
dendriticos distais (Fig. IV; Prancha 8, Figs. 2, 4 ¢ 5).

O citoplasma da célula tecogénica inclui mitocondrias, vesiculas, reticulo
endopldsmico rugoso e, ainda, corpos vesiculares, além de microfilamentos e microtibulos
(Fig. IV; Prancha 7, Figs. 2 ¢ 6).

A célula tricogénica tem a particularidade de, em determinados casos, enrolar-se
sobre si propria, envolvendo parte da célula tecogénica e a bainha cuticular que rodeia os
segmentos dendriticos distais (Fig. IV; Prancha 7, Figs. 4-6; Prancha 8, Figs. 2 e 3).

A célula tormogénica, por sua vez, envolve a célula tricogénica, formando jungdes
septadas ou desmosomas (Prancha 8, Figs. 2 e 4), para terminar junto a base de insergio da
estrutura cuticular (Fig. IV; Prancha 8, Fig. 1). Ambas as células delimitam o sinus sensilar,
marginado por microvilosidades desenvolvidas pelas respectivas membranas plasmaticas.

Ambas as células sdo citologicamente similares a célula tecogénica.

¢) ESTRUTURA CUTICULAR
A parede (0.1-0.2um de espessura, na regido basal) da estrutura cuticular das sensilas
basiconicas de tipo II ¢ perfurada por numerosos poros. A configuragdo dos poros ¢ do tipo
pore kettle, formando uma espécie de camara (50-70nm didmetro, na regifo mais dilatada)

(Fig. IV; Prancha 8, Figs. 6 e 7). Associado a cada poro aparece um sistema de pore-tubules
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SENSILAS BASICONICAS DE TIPO I

Figs. 1- 6. Fotografias obtidas em M.E.T.

Fig. 1. Secgdo longitudinal ao nivel do corpo celular de uma célula neurorreceptora. Aparato
de Golgi (G); mitocondrias (M); microfilamentos (seta pequena); nucleo (N); reticulo
endoplasmico rugoso (RER); vesicula (V). (14,000 x).

Fig. 2. Secgdo obliquo-longitudinal de dois segmentos dendriticos proximais (D) envolvidos
pela célula tecogénica (TH). Observa-se a presenca de vesiculas (V), mitocondrias
(M), microfilamentos (seta) e ribossomas (cabega de seta pequena) no citoplasma dos
segmentos dendriticos proximais. Num dos segmentos dendriticos observa-se o ciliary
rootlet (CR) seccionado transversalmente. Célula tecogénica (TH); célula tricogénica
(TR); desmossomas (cabega de seta grande); jungdes septadas (Sj). (16,900 x).

Fig. 3. Secg¢do obliquo-transversal de dois segmentos dendriticos proximais ao nivel do corpo
basal proximal (pb). Célula tecogénica (TH); célula tricogénica (TR); desmossomas
(cabega de seta); mitocondrias (M); jungdes septadas (Sj); sinus ciliar (asterisco);
vesiculas (V). (16, 900 x).

Fig. 4. Sec¢do longitudinal de dois dendritos na regido de transi¢do entre o segmento
dendritico proximal (ids) e o segmento dendritico distal (ods). Num dos segmentos
dendriticos destaca-se a preseng¢a do corpo basal proximal (pb) e do ciliary rootlet
(cabega de seta). Célula tecogénica (TH); célula tricogénica (TR); microtubulos (mt);
sinus ciliar (asterisco); vesiculas (V). (9,900 x).

Fig. 5. Seccdo obliquo-transversal de dois segmentos dendriticos proximais na regido do
corpo basal distal (db). Sinus ciliar (asterisco); sinus sensilar (SS); célula tecogénica
(TH); célula tricogénica (TR); microvilosidades (Mv); mitocondrias (M). (9,900 x).

Fig. 6. Seccdo transversal de dois segmentos dendriticos (D) ao nivel da regido ciliar.
Observa-se a disposi¢do tipica (9x2+0) dos microtubulos. De notar a presenga de
microtubulos (cabe¢a de seta) a nivel das microvilosidades (Mv) emitidas pela
membrana da célula tecogénica (TH). Célula tricogénica (TR); sinus ciliar (asterisco)
(21,850 x).
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Figura IV. Reconstrucdo esquematica de uma sensila basicénica de tipo Il da antena de P.
semipunctata. Ax, axénio; bb, corpos basais; cabega de seta, pore-tubules; cr, ciliary rootlet, CS,
sinus ciliar; CU, superficie cuticular antenar; db, ramificagées dendriticas; ds, bainha cuticular; HS,
estrutura cuticular; ids, segmento dendritico proximal; N, nlcleo de células neurorreceptoras; ods,
segmento dendritico distal; seta, poro; SL, limen sensilar; SS, sinus sensilar; TH, célula tecogénica;
TO, célula tormogénica; TR, célula tricogénica.
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SENSILAS BASICONICAS DE TIPO II

Figs. 1- 7. Fotografias obtidas em M.E.T.

Fig. 1.

Fig. 2.

Fig. 3.

Fig. 4.

Fig. 6.

Fig. 7.

Seccdo longitudinal de uma sensila subjacente ao processo cuticular (HS). Bainha
cuticular (cabeca de seta); célula tricogénica (TR); célula tormogénica (TO);
microvilosidades (Mv); segmentos dendriticos distais (D); sinus sensilar (SS).
(3,100x%).

Secg¢do obliquo-longitudinal de dois segmentos dendriticos distais (D) de uma sensila,
numa regido proximal aquela observada na Fig. 1. Bainha cuticular (cabega de seta);
célula tecogénica (TH); célula tricogénica (TR); célula tormogénica (TO);
microvilosidades (Mv); sinus ciliar (asterisco); sinus sensilar (SS). (8,400 x).

Secgdo transversal de dois segmentos dendriticos distais (D) de uma sensila. De notar a
diferenca de didmetro entre os dois dendritos. Obseva-se a presenga de microtibulos
(mt) no citoplasma dos segmentos dendriticos. Bainha cuticular (cabega de seta);
célula tormogénica (TO); microvilosidades (Mv); mitocondrias (M); sinus sensilar
(SS). (12,100 x).

Sece¢do transversal de dois segmentos dendriticos distais (D) de uma sensila, num nivel
inferior ao da Fig. 2. Célula tecogénica (TH); célula tricogénica (TR); célula

tormogénica (TO). Jungdes septadas (Sj); vesiculas (V). (16,400 x).

. Secg¢do longitudinal de uma sensila, numa regido proximal a base da estrutura cuticular

(HS). Observa-se o elevado nuimero de ramificagdes dendriticas (seta) a entrada do
lumen da estrutura cuticular. Bainha cuticular (cabega de seta); cuticula antenar (CU);
segmentos dendriticos distais (D); sinus sensilar (SS) (4,900 x).

Secgdo obliquo-longitudinal na regido basal da estrutura cuticular de uma sensila.
Observa-se a ocorréncia de ramificagdes (asterisco) a nivel das projecgdes dendriticas
distais (D). (15,370 x)

Secgdo transversal de uma sensila na regido apical da respectiva estrutura cuticular.
Verifica-se que alguns pore-tubules (cabeca de seta) contactam as ramifica¢Ges

dendriticas (asteriscos). Lumen sensilar (SL). (27,950x%).
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(0.1-0.2um comprimento), desenvolvendo-se em direcgdo ao limen sensilar, no sentido das
terminagdes dendriticas. Alguns pore-tubules contactam a membrana das terminagdes
dendriticas que estdo mais proximas da parede do processo cuticular (Prancha 8, Fig. 7). A
maioria dos pore-tubules, porém, terminam no seio do liimen sensilar sem se observar um
contacto directo com as ramifica¢des dendriticas.

O interior do /umen sensilar alberga diversas terminag¢des dendriticas, sem bainha
cuticular (Fig. IV; Prancha 8, Figs. 5-7). Algumas terminagdes dendriticas exibem dilatagdes

da sua membrana.

Sensilas basiconicas de parede estriada

a) ORGANIZACAO NEURONAL

Este tipo de sensilas basiconicas é constituido por quatro ou cinco células
neurorreceptoras bipolares. O corpos celulares das células neurorreceptoras agrupam-se sob a
forma de cacho (Fig. V; Prancha 9, Fig. 2). Os prolongamentos dendriticos diferenciam-se,
como habitualmente, numa parte basal, o segmento dendritico proximal, e numa parte distal, o
segmento dendritico distal, citologicamente diferenciados entre si (Fig. V; Prancha 9, Figs. 1-
4).

Ao nivel da regido ciliar, os dendritos apresentam a constituigdo microtubular tipica,
segundo a férmula de 9x2+0 (Prancha 10, Fig. 1).

Na regido apical, os segmentos dendriticos proximais possuem o aparato de corpos
basais e a estrutura radicular estriada (ciliary rootlet) que lhes esté associada (Fig. V; Prancha
9, Fig. 3).

Os segmentos dendriticos externos sdo envolvidos por uma bainha cuticular espessa
(Prancha 9, Fig. 4; Prancha 10, Fig. 3).

b) CELULAS AUXILIARES
Os corpos celulares e os segmentos dendriticos proximais sio envolvidos pela célula
tecogénica, a qual se estende até a regidio proximal dos segmentos dendriticos distais (Fig. V;
Prancha 9, Figs. 1-3).
Préximo da regido ciliar dendritica, a membrana da célula tecogénica desenvolve
microlamelas (Prancha 9, Fig. 2), que na regido ciliar delimitam o sinus ciliar. Junto as

microlamelas foi possivel destacar a presenca de intimeras mitocondrias e vesiculas (Prancha
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Figs. 1
Fig. 1.

Fig. 2.

Fig. 3.

Fig. 4.

PRANCHA 9

SENSILAS BASICONICAS DE PAREDE ESTRIADA

- 4. Fotografias obtidas em M.E.T.

Secgdo transversal ao nivel dos corpos celulares das células neurorreceptoras (SC) de
uma sensila. E notoria a profusio de mitocondrias (M) no citoplasma dos corpos
celulares. Célula tecogénica (TH). Extensdes axoniais (Ax). (4,200 x).
Seccdo transversal de cinco segmentos dendriticos proximais (D) de uma sensila. As
células tecogénica (TH) e tricogénica (TR) desenvolvem um extenso sistema de
microlamelas (ML). Desmossomas (cabeca de seta); jungdes septadas (Sj); traqueia
(Tr). (8,900 x).
Secc¢do obliquo-longitudinal na regido do sinus ciliar. Observam-se dois dendritos (D)
seccionados ao nivel da regido de transicdo dos respectivos segmentos proximal e
distal. Célula tecogénica (TH); célula tricogénica (TR); corpos basais distais (db);
corpos basais proximais (pb); ciliary rootlet (dupla seta); mitocondrias (M); sinus
ciliar (asterisco); vesiculas (V). (10,400 x).

Seccdo obliquo-longitudinal de uma sensila numa regido subjacente a superficie
cuticular antenar (CU). Observam-se cinco segmentos dendriticos distais (D)
envolvidos por uma espessa bainha cuticular electrodensa (cabega de seta). Célula
tricogénica (TR); célula tormogénica (TO); microvilosidades (Mv); mitocondrias (M).
(8,900 x)
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9, Fig. 3; Prancha 10, Fig. 1). Da extremidade apical da célula tecogénica desenvolve-se a
bainha cuticular dendritica (Fig. V; Prancha 10, Fig. 2).

Entre os segmentos dendriticos proximais e a célula tecogénica desenvolvem-se, em
certas areas, desmossomas e jungdes septadas (Prancha 9, Figs. 2 e 3).

A célula tecogénica € envolvida pela célula tricogénica (Fig. V; Prancha 9, Figs. 2 e
3), a qual €&, por sua vez, rodeada pela célula tormogénica. As células tricogénica e
tormogénica delimitam conjuntamente o sinus sensilar, relativamente estreito e alongado
distalmente (Fig. V; Prancha 10, Fig. 3), cujas membranas diferenciam um sistema de

microvilosidades.

¢) ESTRUTURA CUTICULAR
Este tipo de sensila ¢ facilmente reconhecivel atendendo a presenca de sulcos
longitudinais inscritos na parede da respectiva estrutura cuticular (Prancha 2, Fig. 5; Prancha
10, Fig. 4). Em secgdo transversal, a estrutura cuticular apresenta-se com um contorno
digitiforme (Prancha 10, Figs. 5 e 6). O numero de formagdes digitiformes é variavel ao longo
da estrutura cuticular, sendo maior na regidio mediana para diminuir apicalmente (Prancha 2,
Fig. 5).

Os segmentos dendriticos distais prolongam-se, envoltas numa bainha cuticular,
através do canal dendritico central da estrutura cuticular, onde terminam em niveis
diferenciados do mesmo sem se ramificarem (Fig. V; Prancha 10, Figs. 4-6).

A estrutura cuticular sensilar caracteriza-se por possuir uma parede dupla e dois
limens sensilares: (i) uma parede interna (0.04-0.06um de espessura, na regido basal),
delimitando, a0 mesmo tempo, o canal dendritico central, a qual é contigua a bainha cuticular
que envolve os segmentos dendriticos distais, e, internamente, o canal extra-dendritico; e (ii)
uma parede externa (0.1-0.2 um de espessura, na regifio basal), limitando, externamente, o
canal ndo dendritico, situado entre as duas paredes cuticulares (Fig. V; Prancha 10, Figs. 4 e
6).

A base dos sulcos da parede da estrutura cuticular é perfurada (Fig. V; Prancha
10, Figs. 5 e 6). Ao contrario dos dois tipos de sensilas basiconicas anteriores, ndo se
observam pore-tubules a si associados. Em secgfo transversal, observa-se o desenvolvimento
de canais (0.1-0.2um de comprimento) (pore channels) (CRIBB & JONES, 1995), entre a base
dos sulcos (estrias) da parede cuticular e o canal dendritico. Um material electrodenso

aparece, por vezes, a preencher o interior dos canais.
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Figs. 1- 6. Fotografias obtidas em M.E.T.

Fig. 1. Secg@o transversal na regido ciliar dendritica de uma sensila. Observam-se os dendritos

Fig. 2.

Fig. 3.

Fig. 4.

Fig. 5.

Fig. 6.

(D) seccionados ao nivel da regido basal do respectivo segmento dendritico distal.
Célula tecogénica (TH); mitocondrias (M); microvilosidades (Mv); sinus ciliar
(asterisco) (12,950 x).

Seccdo transversal de uma sensila ao nivel dos segmentos distais dos seus cinco
dendritos (D). Observa-se a bainha cuticular (cabega de seta) envolvendo os
segmentos dendriticos. Célula tecogénica (TH); célula tricogénica (TR); mitocondrias
(M). (9,900 x).

Secc¢do longitudinal de uma sensila subjacente a superficie cuticular antenar.
Segmentos dendriticos distais (D). Bainha cuticular (cabega de seta); célula
tormogénica (TO); mitocondrias (M); microvilosidades (Mv); sinus sensilar (SS).
(7,000 x).

Sec¢do obliquo-longitudinal de uma sensila na regido basal da respectiva estrutura

cuticular (HS). Os segmentos dendriticos distais (D) penetram o canal dendritico
envoltos por uma bainha cuticular (cabeca de seta). A estrutura cuticular apresenta
uma parede externa (EW) e uma parede interna (IW). Canal extra-dendritico (seta).
(29,450 x).
Sec¢do obliquo-transversal de uma sensila na regido sub-apical da respectiva estrutura
cuticular. Observa-se a presenga de trés projec¢des dendriticas (D) no interior do canal
dendritico, o qual ¢ delimitado pela bainha cuticular (cabega de seta). De notar a
configuragdo digitiforme da estrutura cuticular sensilar. Da base de cada estria
desenvolve-se um canal poroso (pore channel) (seta). Parede cuticular externa (EW);
parede cuticular interna (IW). (27,300 x).

Sec¢do obliquo-longitudinal da estrutura cuticular de uma sensila. Canal extra-
dendritico (EDL); canal dendritico (asterisco); extensdes dendriticas (D); parede

externa (EW); parede interna (IW); pore channel (seta). (46,200 x).
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Figura V. Reconstrucéo esquematica de uma sensila basicénica de parede estriada da antena de
P. semipunctata. Ax, axénio; bb, corpos basais; cr, ciliary rootlet, CS, sinus ciliar; CU, superficie
cuticular antenar; ds, "bainha cuticular"; EDL, canal extra-dendritico; HS, processo cuticular; IDL,
canal dendritico; ids, segmento dendritico proximal; IW, parede cuticular interna; N, ntcleo de células
neurorreceptoras; ods, segmento dendritico distal; OW, parede cuticular externa; seta, canal poroso;
SS, sinus sensilar; TH, célula tecogénica; TO, célula tormogénica; TR, célula tricogénica.
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Sensilas tricoides

a) ORGANIZACAO NEURONAL

As sensilas tricdides s@o constituidas, em geral, por seis células neurorreceptoras de
matriz clara (Fig. VI; Prancha 11, Figs. 1 € 5).

De cada corpo celular desenvolve-se um prolongamento basal, o axdnio, e um
prolongamento distal, o dendrito. Os corpos celulares geralmente desenvolvidos, aparecem
aglomerados, com um niicleo central conspicuo e um citoplasma de matriz electroltcida (Fig.
VI; Prancha 11, Figs. 1 e 5). O dendrito compreende um segmento proximal, relativamente
curto, e um segmento distal. O segmento dendritico proximal inclui na sua regido apical, a
semelhanga dos seus homdlogos correspondentes aos tipos de sensilas basicénicas, o
caracteristico sistema de corpos basais e a radicula ciliar (ciliary rootlet) (Fig. VI; Prancha
11, Fig. 2). Na regido ciliar, os segmentos dendriticos apresentam a constituicio
citoplasmatica tipica, com nove dupletos de microtubulos, dipostos perifericamente (Prancha
11, Fig. 3).

A partir da regido ciliar, os segmentos dendriticos distais sdo envolvidos por uma
bainha cuticular (Fig. VI; Prancha 11, Figs. 4 e 5; Prancha 12, Figs. 1-4). Um dos segmentos
dendriticos distais individualiza-se dos restantes pela respectiva bainha cuticular dendritica,
terminando junto a base da estrutura cuticular sensilar, onde se destaca um empilhamento de
microtibulos no seio de uma matriz electrodensa, formando o corpo tubular (Fig. VI; Prancha
11, Fig. 5; Prancha 12, Figs. 1 e 2). Os restantes segmentos dendriticos distais, por sua vez,
desenvolvem-se apicalmente, em direc¢do ao limen sensilar da estrutura cuticular, envoltos

numa bainha cuticular comum (Fig. VI; Prancha 12, Figs. 3 -6).

b) CELULAS AUXILIARES

A célula tecogénica caracteriza-se por ser basalmente volumosa, j4 que envolve
integralmente os corpos celulares das células neurorreceptoras, os segmentos dendriticos
proximais e a extensdo basal dos segmentos dendriticos distais (Fig. VI; Prancha 11, Figs. 4 e
5). E frequente observar-se a formagdo de desmossomas e jungdes septadas entre a célula
tecogénica e as extensdes distais dos segmentos dendriticos proximais (Prancha 11, Figs. 2 e
5).

A célula tecogénica delimita o sinus ciliar, onde a sua membrana emite um conjunto

de microvilosidades (Fig. VI; Prancha 11, Figs. 2 e 3). Mitocdndrias e microtibulos podem
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Figs. 1-

PRANCHA 11

SENSILAS TRICOIDES

5. Fotografias obtidas em M.E.T.

Fig.1. Sec¢do obliquo-longitudinal ao nivel dos corpos celulares de trés células neurorreceptoras (SC)

de uma sensila. Observa-se um segmento dendritico proximal (D) de uma célula

neurorreceptora, assim como a extensio basal dos prolongamentos axoniais (Ax). (4,200 x).

Fig. 2. Seccéo longitudinal de uma sensila ao nivel do sinus ciliar dendritico (asterisco). Observa-se

Fig. 3.

Fig. 4.

um dos dendritos seccionado longitudinalmente ao nivel da regido de transi¢do entre os
segmentos proximal (ids) e distal (ods), enquanto os restantes (D) aparecem seccionados num
nivel mais distal. Célula tecogénica (TH); célula tricogénica (TR); célula tormogénica (TO);
ciliary rootlet (cabega de seta); corpo basal distal (db); corpo basal proximal (pb);
mitocondrias (M); jungdes septadas (Sj); sinus ciliar (asterisco). (8,350 x).

Secgdo transversal dos segmentos dendriticos de uma sensila na regido ciliar, com os
microtubulos dispostos perifericamente em dupletos (seta). Célula tecogénica (TH);
microtiibulos (cabega de seta); microvilosidades (Mv); mitocondria (M); sinus ciliar
(asterisco). (36,800 x).

Sec¢do transversal de seis segmentos dendriticos distais (D) de uma sensila, proximo da
superficie cuticular antenar, os quais aparecem rodeados por uma espessa, porosa e
electrodensa bainha cuticular (seta). A membrana da célula tricogénica (TR) desenvolve um
sistema de microvilosidades (Mv) que delimitam o sinus sensilar (SS). Célula tecogénica

(TH); mitocondrias (M); jungdes septadas (S;j). (12,500 x).

Fig. 5. Secgéo obliquo-longitudinal de uma sensila subjacente a base de inser¢do da estrutura cuticular.

Observa-se a presenga dos segmentos dendriticos distais rodeados por uma bainha cuticular
(seta), um dos quais de tipo mecanorreceptor, caracterizado pela presenga do corpo tubular (t).
A base de insergdo deste tipo de sensila é constituida por uma membrana de jungdo (JM),
fibras de suspensdo (SF), um septo de inser¢do (SS) e um colar cuticular envolvente (SR).
Num plano inferior, evidenciam-se os nicleos (N) de trés células neurorreceptoras, rodeadas
pela célula tecogénica (TH). Célula tricogénica (TR); célula tormogénica (TO); desmossomas

(seta); microvilosidades (Mv); jung¢des septadas (Sj); sinus sensilar (asterisco). (4,200 x).
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ser observados na proximidade das microvilosidades. Por outro lado, a célula tecogénica é
responsavel pela formagdo da bainha cuticular (Fig. VI).

As células tricogénica e tormogénica delimitam, em conjunto, um conspicuo sinus
sensilar, emitindo, as respectivas membranas, um sistema de microvilosidades, na
proximidade das quais se observa a presenca de numerosas mitocondrias (Fig. VI; Pranchall,
Figs. 4 e 5; Prancha 12, Fig. 1). Um licor sensilar aparenta, por vezes, uma textura granular
(Prancha 11, Fig. 5). O sinus sensilar ¢ atravessado pelos segmentos dendriticos distais
envoltos pela bainha cuticular (Fig. VI).

Entre as células tecogénica e tricogénica, por um lado, e tricogénica e tormogénica,
por outro, sdo visiveis extensas areas de contacto, com a formagdo de jungdes septadas
(Prancha 11, Figs. 2,4 ¢ 5).

As células tricogénica e tormogénica apresentam uma constituigdo citoplasmatica

semelhante aquela da célula tecogénica (Fig. VI).

¢) ESTRUTURA CUTICULAR

Secgdes da estrutura cuticular sensilar demonstraram uma compartimentagdo do
respectivo lumen, efectuada pela bainha cuticular dendritica, identificando-se: um canal
proximall (canal ndo dendritico), continuo com o sinus sensilar, € um canal distal (canal
dendritico), albergando as projec¢des dendriticas, o qual se estende até proximo do poro
apical (Fig. VI; Prancha 12, Figs. 3 e 4). As projec¢des dendriticas ndo se ramificam,
contrariamente ao verificado para as sensilas basicdnicas de tipo I e de tipo II (Fig. VI;
Prancha 12, Figs. 5 e 6).
Cortes tangenciais da parede do processo cuticular, na regido adjacente ao poro apical,

sugerem a presenga de canais ou filamentos porosos, atravessando a parede cuticular (Prancha

' Posi¢do em relacio a superficie antenar
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Figs. 1- 6. Fotografias obtidas em M.E.T.

Fig. 1. Seccdo transversal subjacente a regido de inser¢do da estrutura cuticular de uma sensila.
Observa-se o corpo tubular (t) do dendrito mecanorreceptor. Bainha cuticular (cabega de seta);
dendritos quimiorreceptores (D); célula tormogénica (TO); microvilosidades (Mv). (8,900 x).

Fig. 2. Secgdo obliquo-longitudinal de uma sensila numa regido distal a da Fig. 1. Corpo tubular (t) do
dendrito mecanorreceptor; dendritos quimiorreceptores (D); bainha cuticular (cabega de seta).
Verifica-se que a base de inser¢éo da estrutura cuticular apresenta uma constituigdo que ¢é
tipica de uma sensila de base articulada. Anel cuticular (Sr); fibras de suspensio (SF);
membrana de juncdo (JM); septo de insergdo (SS). (8,450 x).

Fig. 3. Sec¢do transversal através da base de insergdo da estrutura cuticular de uma sensila. Observa-se
os segmentos dendriticos distais quimiorreceptores (D), no interior do canal dendritico
sensilar, envoltos pela bainha cuticular (cabeca de seta). Canal extra-dendritico (EDL); anel
cuticular (SR); fibras de suspens@o (SF); membrana de jungdo (JM); septo de inser¢do (SS);
sinus sensilar (asterisco). (9,900 x).

Fig. 4. Sec¢do obliquo-longitudinal através da base de inser¢do e parte basal da estrutura cuticular
(HS) de uma sensila. Segmentos dendriticos quimiorreceptores (D) penetrando o canal
dendritico, delimitado pela bainha cuticular (cabega de seta). Canal extra-dendritico (EDL);
fibras de suspensdo (SF); membrana de jungdo (JM) ligando a base da estrutura cuticular ao
colar de inserg¢do (SR); septo de insergdo (SS). (9,450 x).

Fig. 5. Secgdo obliquo-transversal da estrutura cuticular de uma sensila. Observa-se a presenca de seis
segmentos dendriticos distais quimiorreceptores no canal dendritico. Bainha cuticular (seta);
canal extra-dendritico (EDL). (20,250 x).

Fig. 6. Secgdo obliquo-transversal da estrutura cuticular de uma sensila, ao nivel da regido sub-apical.
A parede cuticular parece ser atravessada por canais (seta pequena). Bainha cuticular (cabega
de seta); canal extra-dendritico (EDL); dendritos (D); microtibulos (seta) (31,700 x). Detalhe:

canais cuticulares (cabega de seta) na regido apical da parede da estrutura sensilar. (46,300 x).
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Figura VI. Reconstrugéo esquematica de uma sensila tricide da antena de P. semipunctata. Ax,
axonio; bb, corpos basais; cr, ciliary rootlet, CR, colar cuticular, CS, sinus ciliar; CU, superficie
cuticular antenar; ds, bainha cuticular; EDL, canal extra-dendritico; HS, processo cuticular; IDL, canal
dendritico; ids, segmento dendritico proximal; js, septo de jung&o; N, nucleo de células
neurorreceptoras; ods, segmento dendritico distal; seta, poro apical; sf, fibras de suspensao; SS,
sinus sensilar; tb, corpo tubular, TH, célula tecogénica; TO, célula tormogénica; TR, celula
tricogénica.
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12, Fig. 6). Em alguns casos, é dado observar-se, na regido do poro apical, um material
electrodenso, possivelmente exudado do canal dendritico subjacente.

A parede da estrutura cuticular das sensilas tricoides é espessa (0.4-0.7um na regido
basal) e lateralmente aporosa (Fig. VI; Prancha 12, Figs. 4-6).

As sensilas tricéides revelam uma base de inser¢do de tipo articulado, constituida por
um conjunto de elementos estruturais caracteristicos, designadamente uma membrana
cuticular de jungdo, fixando a base do processo cuticular a parede do alvéolo de inserg@o (em
corte transversal, apresenta uma configuragdo anelar); um conjunto de fibras de suspensdo; e
um septo de inser¢do proximal as fibras de suspensdo (Fig. VI; Prancha 11, Fig. 5; Prancha
12, Figs. 2-4).

Tabela 1. Resumo das caracteristicas estruturais e da fungéo atribuida as sensilas
quimiorreceptoras do flagelo antenar em P. semipunctata

Sensila Comprimento Espessura da Porosidade Inser¢do Fungdo
SQZ garede !gm!

Ba:_i.cén;ca 20-27 0.2-0.3 Multiporosa ~ Nio articulada  Olfactiva

ipo
Basiconica 10-17 0.1-0.2 Multiporosa  NZo articulada  Olfactiva
Tipo I

Basicénica 5-6 0.1-0.2" Multiporosa ~ No articulada  Olfactiva
Parede estriada 0.04-0.06"

Mecano-

Tric6ide 50-200 20-23 Uniporosa Articulada gustativa

* parede externa
® parede interna
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3.3. DISCUSSAO

A presente discussdo tende a analisar, por um lado, os aspectos morfologico-
estruturais dos principais tipos de sensilas quimiorreceptoras antenares de P. semipunctata, e,
por outro, estabelecer uma relagdo entre os mesmos e os resultados de electrofisiologia
disponiveis, nomeadamente aqueles referentes as sensilas basiconicas, inerentes a detecgdo de
compostos das misturas volateis de espécies hospedeiras (Eucalyptus globulus; E.
camaldulensis; E. tereticornis) e ndo hospedeiras (Pinus pinaster e Olea europeae) no dmbito

do processo de localizacdo/identificagdo da arvore-hospedeira de P. semipunctata.

3.3.1. ULTRASTRUTURA/FUNCAQO SENSILAR

A natureza funcional de uma sensila define-se com base nas suas caracteristicas
estruturais (ZACHARUK, 1980). Nesta consonéncia, o estudo ultrastrutural do sistema quimio-
sensorial antenar de P. semipunctata testemunha a presenca de quatro tipos morfoldgicos de
sensilas quimiorreceptoras. De acordo com o tipo de estrutura cuticular sensilar e de
organizagio neuronal/dendritica, é possivel definirem-se duas categorias funcionais de
sensilas quimiorreceptoras: (i) as sensilas olfactivas; e (ii) as sensilas mecano-

quimiorreceptoras de contacto (gustativas).

3.3.1.1. Sensilas olfactivas

Dos quatro tipos identificados e caracterizados de sensilas quimiorreceptoras
antenares, trés apresentam um conjunto de caracteristicas que sdo tipicas de sensilas com uma
fungfio olfactiva, a saber: sensilas basiconicas de tipo I; s. basiconicas de tipo II e s.
basicénicas de parede estriada. A impregnacdo do liimen sensilar das sensilas basicénicas de
tipo I e tipo II ao violeta de cristal ou ao nitrato de prata constitui, com efeito, um indicador
revelador da porosidade que caracteriza a estrutura cuticular destes dois tipos de sensilas
basiconicas. Os estudos ultrastruturais confirmam a presenc¢a, em ambos os tipos de sensilas
basicénicas, de uma estrutura cuticular multiporosa. Este aspecto constitui uma caracteristica

fundamental das sensilas de func¢fo olfactiva (SCHNEIDER, 1961; SLIFER, 1970; SCOTT &
ZACHARUK, 1971; STURCKOW, 1971; ZACHARUCK & BLUE, 1971; RICE, 1976; SCHAFER &
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SANCHEZ, 1976; SEABROOK, 1978; ALTNER & PRILLINGER, 1980; ZACHARUK, 1980; KEIL, 1982;
1984a; MASSON & MUSTAPARTA, 1990).

De acordo com a configuragio, espessura e estrutura da parede da estrutura cuticular
sensilar, as sensilas basiconicas antenares de tipo I e tipo II correspondem aos thin-walled
chemoreceptors (SLIFER, 1970), wall-pore sensilla (ALTNER, 1977) e multiporous
chemosensilla (ZACHARUK, 1980), respectivamente.

Para além de uma estrutura cuticular multiporosa, as sensilas basicénicas de tipo I e
tipo II possuem um sistema de pore-tubules (SLIFER et al., 1959; ERNST, 1969) associados a cada
poro. Formagdes estas ndio observadas nas sensilas basiconicas de parede estriada. A sua
funco relacionar-se-a provavelmente com o mecanismo de condugdo de moléculas volateis.
Com efeito, parece ser através dos pore-tubules que as moléculas volateis sdo canalizadas, ja
no interior do limen sensilar, para os receptores de membrana das terminacdes dendriticas

(SCHNEIDER & STEINBRECHT, 1968; KAISSLING, 1971; LEWIS, 1971; STEINBRECHT & MULLER,
1971; MUSTAPARTA, 1973; SLIFER & SEKHON, 1973; 1978; HANSEN, 1978; ALTNER & PRILLINGER,
1980; STEINBRECHT, 1980; 1996; KEIL, 1982; SCHNEIDER, 1992; MUIR & CRIBB, 1994). As
interacgdes fisicas que em determinados casos se observam envolvendo os pore-tubules ¢ as
termina¢des dendriticas de sensilas basiconicas de tipo I e tipo II parecem corroborar a
natureza funcional que lhes é atribuida.

Keil (1982) procurou investigar com algum pormenor este fenémeno de interacgio
estrutural recorrente em sensilas olfactivas. Segundo este autor, a adesdo dos pore-tubules a
membrana das terminagdes dendriticas parece dever-se ao facto da superficie destas estruturas
possuir um glicocdlix de propriedades "adesivas".

Contudo, postula-se a ideia de que o processo de fixagiio quimica de material
biolégico pode afectar ou condicionar o fenémeno de interacg@o entre os pore-tubules € as
terminagdes dendriticas. Ao que parece, o glicocdlix nem sempre é preservado pelos métodos
convencionais de fixagdo. Dai que possa justificar-se o facto de tal fendmeno nem sempre
poder ser observavel (KEIL, 1982). Importa, deste modo, manter alguma prudéncia nas
interpretagdes e ilacgSes que possam fazer-se relativamente aos casos caracterizados pela néo
ocorréncia de contacto fisico entre os pore-tubules e as terminagdes dendriticas de sensilas
olfactivas.

Nas sensilas basiconicas de tipo I e tipo I de P. semipunctata, este fenémeno

envolve preferencialmente as terminaces dendriticas situadas préximo da parede da estrutura
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cuticular sensilar. Trata-se, de resto, de uma situagdo considerada comum em sensilas
olfactivas (KEIL, 1984a).

Devido a sua importancia funcional, tém sido desenvolvidos alguns estudos sobre a
estrutura quimica dos pore-tubules. Assim, segundo alguns autores, a sua superficie parece ser
de natureza lipoproteica (RIDDIFORD, 1970; HAWKE & FARLEY, 1971b; ZACHARUK, 1971) e
mucopolissacaridica. O interior, por seu lado, ¢ constituido por material hidrofilico, nio
lipidico (KEIL, 1982). Uma composigio quimica que parece adaptada ao processo funcional de
difusdo de compostos volateis de natureza lipofilica. Explica-se e corrobora-se, deste modo, a
fungdo condutora atribuida aos pore-tubules.

Acrecente-se, todavia, que em ineréncia a esta fungfio, os pore-tubules podem
constituir-se numa barreira estrutural, designadamente condicionando o acesso de moléculas
volateis ao interior do limen sensilar (ZACHARUK & SHIELDS, 1991). Por conseguinte, mais do
que um atributo estrutural, os pore-tubules constituem um sistema funcional com previsiveis

implicagdes no mecanismo de quimiorrecepgéo olfactiva.

Sendo esta particularidade estrutural tipica das sensilas olfactivas, ela ndo constitui,
todavia, uma condi¢@o essencial & fungdo olfactiva. A confirmar esta nog&o, estio as sensilas
basiconicas de parede estriada.

Com efeito, a parede cuticular deste tipo de sensilas basiconicas apresenta uma
constituicdo estrutural bem diversa daquela que caracteriza as ‘estruturas cuticulares das
sensilas basiconicas de tipo I e tipo II, em conformidade com as suas proprias caracteristicas
morfoldgicas.

Com efeito, as sensilas basiconicas de tipo estriado possuem um sistema de canais
(pore channels) (CRIBB & JONES, 1995), a nivel da parede cuticular, ao invés de pore-tubules,
os quais parecem ser fundamentais no acesso de moléculas volateis ao interior do canal
dendritico, e, por consequéncia, aos receptores de membrana das terminagdes dendriticas. O
que significa, que tais canais cuticulares assumem uma fun¢do que parece ser equivalente
aquela atribuida aos pore-tubules das sensilas basiconicas de tipo I e tipo II.

A identificacdo de um material electrodenso frequentemente associado & base dos
poros cuticulares das sensilas olfactivas é visto como podendo constituir um meio propicio a
difusdo de moléculas volateis (HAWKE & FARLEY, 1971a; LEWIS, 1971; ZACHARUK, 1971; Mc
IVER, 1974; ALTNER et al, 1977; KEIL, 1982; KAPOOR, 1986), funcionando, simultaneamente, de
filtro (SLIFER & SEKHON, 1962; CRIBB & JONES, 1995) € isolante (STEINBRECHT & MULLER,
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1976)  entrada de moléculas para o lumen sensilar e a dissecagéo das terminagdes dendriticas.,
respectivamente.

Nesta linha de interpretagdo, a presenga de um material electrodenso, no interior dos
canais cuticulares das sensilas basiconicas de parede estriada, podera constituir um substrato
favoravel ao acesso selectivo e difusdo de moléculas voléteis ao limen sensilar ¢ através da

parede da estrutura sensilar, respectivamente.

As diferengas estruturais entfio observadas, a nivel da parede cuticular e do sistema
condutor de moléculas, entre as sensilas basiconicas de parede lisa (tipos I e II) e as sensilas
basiconicas de parede estriada, leva a perspectivar, para estes dois grupos de sensilas
basiconicas, modelos interpretativos diferenciados sobre o processo condutor ou de difusdo de
compostos volateis.

Contudo, a ambivaléncia que parece caracterizar a ocorréncia do fenomeno de
interacg@o pore-tubules/terminagdes dendriticas, entre as sensilas basiconicas de tipo I e tipo
11 (parede lisa), coloca em questio uma dupla perspectiva interpretativa sobre o fenémeno de
difusdo de compostos volateis no lumen sensilar. Ou seja, a hipdtese de ocorréncia de um
mecanismo de difus&o bi- ou tridimensional.

No primeiro caso, enquadrar-se-iam as situagdes caracterizadas pela ocorréncia de
contacto fisico entre os pore-tubules e as terminagdes dendriticas. As moléculas volateis, apos
adsor¢o a parede do estrutura cuticular da sensila, efectuariam, através dos poros cuticulares,
o seu transito para o limen sensilar, sendo posteriormente canalizadas ao longo do sistema de
pore-tubules, para os locais receptores a nivel dendritico.

No segundo caso, de difus@o tridimensional, as moléculas, uma vez chegadas a
extremidade dos pore-tubules, difundir-se-iam através do licor sensilar em virtude da
auséncia de um contacto directo entre aqueles e as terminagdes dendriticas, até alcancarem os
locais receptores dendriticos.

Nesta fase do percurso, as moléculas volateis ligar-se-iam, provavelmente a proteinas
transportadoras denominadas de gemeral odorant binding proteins (GOBPs) (VOGT &
RIDDIFORD, 1981; LAUE e al. 1994), em solugio no licor sensilar, 4 semelhanca do que €
sugerido para o caso dos sistemas olfactivos de vérios vertebrados (PELOSI, 1990; 1995; PELOSI
& MAIDA, 1995).

51



Discusséo Sistema Quimiorreceptor Antenar de P. semipunctata

Se a porosidade da parede cuticular das sensilas basiconicas constitui uma
caracteristica que as identifica com uma fun¢io olfactiva, também a sua organizagio
dendritica se adequa a essa identidade funcional.

Assim, as projecgdes dendriticas distais das sensilas basiconicas dos tipos I e II
revelam a particularidade de desenvolver um sistema de ramificagdes desprovidas de uma
bainha cuticular, ao nivel do l#men sensilar, tipica de sensilas olfactivas (LEWIS, 1971; CHU-
WANG er al, 1975; BAY & PITTS, 1976). Contudo, o grau de ramifica¢éio dendritica revela-se
diverso, sendo o das sensilas basiconicas de tipo II, na maioria dos casos, maior do que aquele

das sensilas basiconicas de tipo I.

Nas sensilas olfactivas de parede estriada, a existéncia de sulcos cuticulares podera
constituir uma caracteristica com implicagdes funcionais. Com efeito, o nimero de moléculas
que podem aceder ao interior do /imen sensilar e, assim, as terminag¢des dendriticas, podera
ser condicionado pelo nimero de estrias (sulcos) da parede cuticular sensilar (ROSS &
ANDERSON, 1991), ja que na base de cada sulco se localizam poros, comunicando internamente
com canais porosos que atravessam radialmente a parede da estrutura sensilar. Nesta
perspectiva, uma variabilidade de didmetro ¢ com ele de nimero de estrias ao longo da
estrutura cuticular das sensilas basiconicas antenares de parede estriada, leva a formular a

hipétese de existéncia de um gradiente sensitivo neste tipo de sensilas.

Um outro fenémeno observado em P. semipunctata, que importa destacar, ¢ a
ocorréncia, no lumen sensilar das sensilas basiconicas dos tipos I e II, de dilatagdes de
membrana das projec¢des dendriticas distais, denominadas de beading ou swellings (KEIL,
1980; 1984 a; 1989; ZACHARUK, 1985; WILLIAMS, 1988; KUMAR & KEIL, 1998). Este tipo de
formacdes foram detalhadamente descritas e analisadas em sensilas tricdides antenares do
macho de Manduca sexta, envolvidas na recepgéo da feromona sexual emitida pela fémea.

As interpretacbes relativas a sua ocorréncia sdo diversas. Por exemplo, podem
corresponder a um artefacto de fixag#io, no qual se opera o seccionamento da extremidade
cuticular da estrutura sensilar e consequentemente das respectivas projec¢des dendriticas
(KUMAR & KEIL, 1998); ou tratar-se, efectivamente, de uma caracteristica estrutural intrinseca
(KUMAR & KEIL, 1998). Todavia, este fendmeno tem sido analisado a luz das implicagbes que
podera ter do ponto de vista fisiologico.
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Com efeito, a dilatagdo da membrana dendritica conduz, na maior parte dos casos, a
uma aproximagéo das terminagdes dendriticas a parede interna da estrutura cuticular sensilar,
situagdio que faz aumentar a probabilidade de ocorréncia de contactos entre os pore-tubules ¢
as terminagbes dendriticas, potenciando-se, desta forma, a capacidade receptora da sensila
(STEINBRECHT, 1973; KEIL, 1982; 1984a).

Outra questio que se coloca, € saber se o aumento da superficie membranar
dendritica podera reflectir-se, caso se trate de uma caracteristica estrutural intrinseca, na

frequéncia ou diversidade de receptores membranares?

Se é certo que as sensilas olfactivas se caracterizam, em termos de organizagdo
dendritica, por apresentar um numero significativo quanto varidvel de ramificaghes
dendriticas (SCHNEIDER, 1964; CHU-WANG et al, 1975; HAWKE & FARLEY, 1971 b), a verdade,
porém, é que tal particularidade néo constitui uma caracteristica invaridvel neste tipo
funcional de sensilas. Com efeito, ao contrario das sensilas basiconicas de parede lisa (tipo I €
tipo II), as projecgdes dendriticas distais das sensilas basiconicas de parede estriada ndo
revelam qualquer processo de ramificagdio. Se associar-se a este facto o menor grau de
porosidade da sua estrutura cuticular, poder-se-a inferir que elas possam ter uma capacidade

sensitiva diferenciada daquela das sensilas basicénicas dos tipos I e II.

Um outro facto que distingue as sensilas basiconicas de parede estriada das sensilas
basiconicas dos tipos I e II ¢ a presenga de uma bainha cuticular a envolver as suas projecgdes
dendriticas distais no liimen sensilar. Uma bainha que devera, no entanto, apresentar uma
estrutura funcional conforme a propria condi¢dio olfactiva deste tipo de sensilas, ou seja,
revelar uma permeabilidade & difusdio molecular de volateis de molde a permitir o seu acesso
aos receptores membranares dendriticos (CHU-WANG ez al., 1975).

Esta permeabilidade podera, contudo, evidenciar uma certa selectividade, que
passaria pelo condicionamento no acesso de moléculas ao canal dendritico por si delimitado;
por outro lado, a bainha cuticular podera constituir uma proteccéo fisica as projecgdes

dendriticas, preservando-as contra eventuais ac¢des mecanicas.

Relativamente ao nimero de células neurorreceptoras associadas as sensilas
olfactivas antenares, verifica-se que o mesmo ¢ varidvel. Situacdio esta que podera ser

perspectivada do ponto de vista fisiolégico.
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De facto, pode questionar-se se as sensilas basicnicas de parede estriada, por
exemplo, com cinco células neurorreceptoras, possuirdo ou néo, no pressuposto de uma maior
diversidade de receptores membranares dendriticos, uma maior versatilidade olfactiva do que
as sensilas basiconicas dos tipos 1 e II, com uma e duas células neurorreceptoras,
respectivamente. A obten¢io de uma resposta esclarecedora & questio passaria por um estudo
electrofisiolégico deste tipo de sensilas. Todavia, ndo se afiguraria de facil e imediata
concretizagdo, devido ao reduzido nimero e ao padrdo de distribuigdo irregular deste tipo de

sensilas.

Finalmente, outro aspecto caracteristico das sensilas basiconicas antenares de P.
semipunctata diz respeito a sua base de insercdo, de tipo ndo articulado. Uma caracteristica

inerente a sensilas de fung@io quimiorreceptora.

Uma anélise comparativa permite estabelecer uma similaridade morfoldgica entre as
sensilas basicénicas dos tipos I e I de P. semipunctata e as sensilas basiconicas I e II de
Psacothea hilaris (DA & HONDA, 1989) e basiconicas thin e stout de Monochamus notatus €

M. scutellatus (DYER & SEABROOK, 1975), respectivamente.

Por sua vez, as sensilas basiconicas de parede estriada de P. semipunctata
apresentam uma similitude morfolégica e ultrastrutural correspondente as multiporous
grooved chemosensilla (ZACHARUK, 1980) e as double-walled sensilla (ALTNER, 1977),
encontrando uma correspondéncia especifica nas sensilas basiconicas de tipo Il de P. hilaris
(DAI & HONDA, 1989), e na variante grooved, de sensilas basiconicas, de M. notatus e M.
scutellatus (DYER & SEABROOK, 1975). Este tipo morfologico de sensilas tem sido, de igual
modo, identificado em diversos outros grupos de insectos (dipteros, lepidopteros e ortopteros)
(HONDA et al., 1983; CUPERUS, 1985; MAYO et al., 1987; ROSS & ANDERSON, 1987; 1991; BLAND,
1989; STUCLIFFE et al., 1990; OKADA et al., 1992).

A semelhanca das sensilas basiconicas de P. semipunctata, os diferentes tipos de
sensilas agora referidos sdo considerados, por aqueles autores, como Orgéos sensoriais
olfactivos, relacionados directamente com a detecgio de compostos volateis de espécies

hospedeiras.
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A diversidade de sensilas olfactivas antenares de P. semipunctata permite conceber
um papel olfactivo de relevo as antenas, nomeadamente no que diz respeito a detecgdo de
compostos voléteis de espécies hospedeiras. O perfil de distribuicdo das sensilas basiconicas
dos tipos I e II, permite considerar a margem anterior do flagelo antenar como a area antenar
de maior preponderancia na quimiorrecepgao olfactiva, ja que ai se concentra o maior numero
de sensilas olfactivas, com destaque para os "ninhos" de sensilas basiconicas de tipo II. Por
outro lado, um crescimento numérico de sensilas olfactivas no sentido distal do flagelo
antenar, leva a postular a hipétese de existéncia de um gradiente sensorial olfactivo ao longo

do mesmao.

Em suma, as caracteristicas estruturais da parede cuticular e a organizagdo sensorial
dos diferentes tipos de sensilas basiconicas antenares de P. semipunctata, permitem atribuir-
Ihes um perfil funcional olfactivo. No entanto, algumas das particularidades ultrastruturais
observadas em cada tipo de sensila basicénica, permitem perspectivar especializacSes
funcionais diferenciadas.

3.3.1.2. Sensilas mecano-quimiorreceptoras de contacto

O padréo de distribuigéo, a conﬁgurag:ﬁo e orientacdio espacial da estrutura cuticular
das sensilas tricbides antenares de P. semipunctata, s3o aspectos que indiciavam, & partida,
que este tipo sensilar pudesse estar associado a detecgio de estimulos mecénicos. Uma
estrutura cuticular de morfologia sigméide, orientada no sentido exterior da antena, e uma
distribuicfio antenar periférica, sdo caracteristicas favoraveis ao desempenho de uma fungéo
mecanorreceptora.

Os estudos ultrastruturais corroboram esta nogdo de especializagdo sensorial das
sensilas tricoides, fornecendo, a0 mesmo tempo, dados complementares sobre a sua
ultrastrutura mecanorreceptora.

Assim, a sua base de inser¢do é ampla, constituida por um septo de inser¢do ¢ um
septo de jungo, ligando a base da estrutura cuticular da sensila  superficie antenar, e ainda
um sistema de fibras cuticulares de suspensio. Uma organizagfio estrutural que confere a
necessaria mobilidade e flexibilidade a estrutura sensilar, fundamentais a uma fungdo
mecano-sensorial.

Por outro lado, a existéncia de uma terminagfio dendritica, junto a base de insercéo
do estrutura cuticular, com uma organizagio neurotubular (corpo tubular) tipica dos dendritos
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mecanorreceptores (THURM, 1964; Mc IVER, 1975), contribui para que se possa inferir sobre a
fungdo mecano-sensorial deste tipo de sensilas antenares.

O corpo tubular é uma estrutura constituida por um empilhamento compactado e
organizado de microtiibulos, numa matriz electrodensa, rodeados por uma bainha cuticular
espessa e, frequentemente, septada (invaginada). A sua organizagio estrutural comporta um
significado funcional mecanorreceptor (Mc IVER, 1984).

Com efeito, o corpo tubular ¢ as invaginagdes da bainha cuticular que, por vezes, se
observam, formam um complexo cito-esquelético capaz de conferir & regido distal dendritica a
rigidez necessdria & reproducio de uma sensibilidade mecanorreceptora. Thurm (1964)
considera mesmo que o corpo tubular constitui o centro nevralgico do processo de deteccdio
mecano-sensorial. Isto porque a estimulacdo de uma sensila mecanorreceptora procede, em
regra, de uma deflexdo da estrutura cuticular, em resultado da qual se origina uma deformagio
momentinea da membrana dendritica do corpo tubular (FRENCH, 1988; McIVER, 1985). Em
consequéncia, verifica-se uma alterag@io na organizagfo estrutural do corpo tubular, indutora
do processo de transdug@o mecano-sensorial (MORAN et al., 1971; RICE et al., 1973; GAFFAL et al.,
1975; HALLBERG et al., 1984).

As estruturas que compdem a base de insercfio da estrutura cuticular das sensilas
tricides, poderdo ter, também, uma ac¢@io coadjuvante importante no fenémeno de mecano-
transducdo. Por exemplo, o septo de inser¢dio, configurando-se como uma membrana
cuticular, elastica e flexivel, poderad produzir, em resposta a um deslocamento da estrutura
sensilar, por ac¢do de um estimulo mecédnico, um efeito compressivo sobre a bainha
dendritica que envolve o corpo tubular, e, consequentemente, sobre este ultimo.

As fibras de suspensdo, por seu lado, parecem actuar no sentido de permitir a
estrutura cuticular recuperar a sua posi¢io inicial, posi¢io de "repouso”, ap6s o periodo de
estimulacdo mecanica (THEIS, 1979; MERRITT, 1987).

Simultaneamente a estes aspectos estruturais inerentes a uma funcdo
mecanorreceptora das sensilas tricides antenares, os estudos ultrastruturais evidenciam um
conjunto de caracteristicas complementares, similares aquelas identificadas em sensilas de
fungdio quimiorreceptora de contacto (gustativa).

Com efeito, as sensilas tricoides antenares apresentam uma estrutura cuticular de
parede espessa, com um poro apical, particularidades que sdo tipicas de sensilas com uma

funcdio gustativa (STURCKOW, 1971; HARBACH & LARSEN, 1977; STEINBRECHT, 1984). De
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acordo com estas caracteristicas, as sensilas tricéides antenares de P. semipunctata fazem-se
corresponder aos thick-walled chemoreceptors de Slifer (1960; 1970), terminal-pore sensilla de

Altner (1977) e uniporous chemosensilla de Zacharuk (1980).

A porosidade apical das sensilas tricéides é confirmada também pelo facto do seu
limen sensilar se impregnar por nitrato de prata, apenas na sua regiéo apical. O conceito de
permeabilidade aplicado as sensilas uniporosas foi, pela primeira vez, concebido por Slifer ef
al. (1957).

A presenca de um material electrodenso na regido vizinha ao poro apical ¢ a aparente
ocorréncia de canais cuticulares anexos a essa regido, permitem conjecturar a hipotese destas
estruturas constituirem parte de um sistema relacionado com a condugdo e difusdo de
moléculas, entre o poro apical e as terminagdes dendriticas. Em termos funcionais, tais
estruturas poderiam corresponder aos pore-tubules das sensilas olfactivas.

A presenca de canais cuticulares a nivel da parede da estrutura cuticular de sensilas
quimiorreceptoras de contacto aparece também referenciado por diversos autores
(MATSUMOTO & FARLEY, 1978; ZACHARUK & BLUE, 1971; ZACHARUK, 1985; ZACHARUK &
SHIELDS, 1991).

A presenca de um material electrodenso na regidio circunvizinha a abertura apical
frequentemente observado em sensilas uniporosas, o qual segundo Pietra et al. (1980) parece
ser de natureza mucopolissacaridica, podera funcionar como um meio selectivo a difusdo e ao
acesso de moléculas-estimulo ao Ilumen sensilar, o que, deste modo, condicionaria e

determinaria a capacidade quimio-sensitiva sensilar (PIETRA & ANGIOY, 1982).

Outro aspecto estrutural, para além da presenga de um poro apical, refere-se ao facto
das sensilas tricdides possuirem projec¢Bes dendriticas n3io ramificadas, envoltas por uma
bainha cuticular, como ¢é tipico das sensilas de fun¢fio quimiorreceptora de contacto
(gustativa) (ZACHARUK et al., 1971; LAMBIN, 1973; HARBACH & LARSEN, 1976).

A divis@o do lumen sensilar, em dois canais distintos (dendritico e ndo dendritico),
efectuada pela bainha cuticular dendritica, é outro fenémeno que se inclui no quadro de
caracteristicas das sensilas de fung&o gustativa, nos insectos (ZACHARUK, 1985).

Atendendo as caracteristicas ultrastruturais das sensilas tricéides antenares, que

apontam para uma fungio quimio-sensorial, serd de prever que a bainha cuticular dendritica
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possa ser permedvel a difusdo de moléculas e as trocas i6nicas entre o interior e exterior do
canal dendritico, permitindo assim que se verifiquem as condiges necessérias & transdugéo
quimio-sensorial (BROYLES er al., 1976).

A presenca de cinco células quimiorreceptoras associadas as senmsilas tricéides
antenares permite, por seu lado, admitir a hipétese deste tipo de sensilas antenares poder
apresentar uma sensibilidade quimiorreceptora diversificada. A verificagio deste facto
pressupde que cada célula neurorreceptora possua um ou mais tipo(s) diferenciados de

receptores dendriticos, revelando diferentes afinidades receptoras (STOFFOLANO & YIN, 1987).

Sensilas de estrutura funcional bimodal tém sido identificadas em diversas espécies
de insectos. A sua localizagdo estd geralmente associada as antenas, palpos maxilares ¢
labiais, patas (tarso) e ovipositor (ZACHARUK, 1971; HARBACH & LARSEN, 1976; MATSUMOTO
& FARLEY, 1978; ZACHARUK, 1980; STADLER, 1984).

Uma anélise comparativa permite evidenciar a similitude morfologica existente entre
as sensilas tricéides de P. semipunctata e as sensilla trichodea de Monochamus notatus ¢ M.
scutellatus (DYER & SEABROOK, 1975) e Psacothea hilaris (DAl & HONDA, 1990), espécies de
cerambicideos. Todavia, a auséncia de dados sobre a ultrastrutura interna destas sensilas,
impossibilita que se efectue uma anélise comparativa mais detalhada, da qual pudesse resultar

uma elucidagio sobre eventuais especificidades estruturais quimiorreceptoras.

3.3.1.3. Células auxiliares

Uma componente importante das estruturas sensoriais relaciona-se com o complexo
de células nfio receptoras, denominadas células auxiliares. A sua presencga é uma caracteristica
indissociavel qualquer que seja a fungdo sensorial e o tipo morfolégico de sensila. Todavia o
seu numero ¢ variavel (duas a quatro), sendo, na maioria dos casos, correspondente a trés.

No caso das sensilas basiconicas e tricdides de P. semipunctata, regista-se a presen¢a
de trés células auxiliares: tecogénica, tricogénica e tormogénica.

A importincia destas células explica-se pelo seu caricter funcional especifico, quer
no curso do processo da morfogénese sensilar, quer relacionado com o fenémeno de
quimiorrecepgo de estimulos (LEWIS, 1971; MOULINS, 1971; SCOTT & ZACHARUK, 1971;
STEINBRECHT & MULLER, 1976; ALTNER ez al., 1977; GNATZY & WEBER, 1978).
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Neste ultimo caso, a sua importancia parece decorrer de uma actividade secretora,
consubstanciada no caracter citolégico por si evidenciado: vesiculas, corpos multivesiculares,
reticulo endoplasmico rugoso, ribossomas, dictiossomas, mitocondrias e um sistema de
microvilosidades (ZACHARUK, 1980).

A célula tecogénica, presente nos diferentes tipos de sensilas quimiorreceptoras
antenares de P. semipunctata, poderia assim estar associada & produgdo do licor do sinus
ciliar, por si delimitado, nomeadamente, da sua componente i6nica, conforme ¢ postulado em
relagdo a células do mesmo tipo associadas a sensilas de diferentes espécies de insectos
(PHILIPS & VANDE BERG, 1976; ZACHARUK, 1980; 1985).

Seidl (1992) considera, inclusive, que, em Periplaneta americana, a célula tecogénica
poderia estar também associada & remog¢do de impurezas do licor ciliar e a extracgdio de
moléculas-estimulo do sinus ciliar, ap6s o processo de quimio-transdugéo.

Em relagdo as células tricogénica e tormogénica, é de presumir uma funcdo
relacionada com a produgdo do licor sensilar, 3 semelhanga do que é proposto por diferentes
autores (STEINBRECHT & GNATZY, 1984; KEIL & STEINBRECHT, 1987).

O licor sensilar constitui um elemento essencial ao funcionamento das quimio-
sensilas, porquanto da sua composicdo fazem parte as proteinas de ligagdo (transportadores)
(GOBPs) e as enzimas responsaveis pela degradagio das moléculas-estimulo, apds a
quimiorrecepcdo (VOGT & RIDDIFORD, 1981; LAUE et al, 1994; STEINBRECHT et al, 1995;
ZIEGELBERGER, 1995; STEINBRECHT et al., 1996). '

A matriz iénica que caracteriza o licor sensilar é também determinante para o
processo de quimiorrecep¢do (BROYLES er al, 1976). Com efeito, na fase de repouso, o meio
extracelular que rodeia as terminagdes dendriticas ¢ rico em ides K* e pobre em Na®, Ca** e
CI', sendo a electroneutralidade do licor sensilar estabelecida por substincias poli-aniénicas
(glicoproteinas) produzidas pelas células envolventes (STEINBRECHT & ZIEROLD, 1987;
STEINBRECHT, 1989). A elevada concentragdo potassica do licor sensilar parece dever-se a
presenca de um sistema de particulas, localizadas a nivel das microvilosidades ou
microlamelas da membrana apical das células auxiliares, do tipo daquelas identificadas em

células epiteliais de transporte (HARVEY, 1980).

Uma estimula¢io das terminacSes dendriticas desencadeia uma alteragdo (aumento)
de permeabilidade da membrana dendritica, caracterizada por um movimento iénico trans-

membranar adicional (MASSON & MUSTAPARTA, 1990), a qual leva ao "rompimento" do
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equilibrio i16nico (K/Na) existente entre o interior e o exterior (licor sensilar) do citoplasma
dendritico, com uma consequente despolarizagdo membranar. Dai resultar um potencial de
ac¢do propagado ao resto da célula neurorreceptora, €, em seguida, canalizado, via axonial,
para o sistema nervoso central.

Porém, o "distirbio" electrélitico gerado é momenténeo, pois o equilibrio inicial
acaba por ser restabelecido, gracas a actividade das células auxiliares. Deste modo, a
actividade secretora destas células reveste-se de uma importincia fundamental, no
estabelecimento das condi¢Ges i0nicas necessarias a0 mecanismo de transducgéo de estimulos

quimicos.

3.3.2. MORFOLOGIA SENSILAR versus FISIOLOGIA
Com o objectivo de procurar estabelecer uma correspondéncia entre os tipos de
neurorreceptores olfactivos antenares e os tipos morfolégicos de sensilas basiconicas
antenares identificadas em P. semipunctata, considerou-se oportuno proceder a uma analise

comparativa entre os resultados decorrentes das investiga¢des electrofisioldgicas (single-cell

recordingl) e morfolégico-ultrastruturais, de molde a permitir correlacionar as
especializagGes olfactivas neurorreceptoras relacionadas com a quimiorrecep¢do de
compostos volateis de espécies hospedeiras e ndo hospedeiras e os tipos de sensilas

basiconicas identificados.

De acordo com os estudos electrofisiolégicos, as células neurorreceptoras das
sensilas basiconicas antenares de P. semipunctata s3o sensiveis a um leque diversificado de
compostos (monoterpenos; nio terpenoides; sesquiterpenos) das misturas volateis de espécies
hospedeiras (E. globulus; E. camaldulensis; E. tereticornis) e ndo hospedeiras (O. europeaea
e P. pinaster) (Cf. BARATA, 1997). Com efeito, os registos de single cell permitiram
identificar, pelo menos, vinte e trés tipos ou grupos de neurorreceptores, a partir de um

universo de trinta e trés sensilas olfactivas (sensilas basiconicas de tipo I + tipo II), alguns dos

quais especiﬁcos2 na sua resposta a determinado(s) composto(s) (Cf. BARATA, 1997).

! Registo de neurénios receptores individuais
2 Neurorreceptor sensivel apenas a um composto volatil
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Assim, no que diz respeito a detecgio de compostos monoterpénicos, compostos
maioritarios’ das misturas volateis das espécies hospedeiras e ndo hospedeira (P. pinaster)
(Cf. BARATA, 1997), foram identificados neurorreceptores especializados na detecgdo de: a-
pineno, B-pineno, 1,8 cineole/limoneno, mirceno, limoneno, e linalool. Neurorreceptores estes
associados a sensilas constituidas, quer por um, quer por dois neurorreceptores, isto €,
sensilas basiconicas de tipo I e tipo II, respectivamente.

Os resultados de single-cell recording conduziram também & definicdo do conceito
de especificidade olfactiva aplicada a alguns dos tipos de neurorreceptores identificados,
tendo por base o cardcter especifico da sua resposta a determinados compostos
monoterpénicos. Assim, uma correspondéncia entre os resultados de single-cell recording e
de morfologia/ultrastrutura permite identificar sensilas basiconicas de tipo I especificas na
detecgdio de o-pineno, assim como sensilas basiconicas dos tipos I e II com neurorreceptores

especificos aos compostos 1,8 cineole/limoneno ¢ linalool (Cf. BARATA, 1997).

Para o grupo dos nio terpenoides, os registos de single cell evidenciaram, de igual
modo, a existéncia de neurorreceptores especializados na quimiorrecepgéo olfactiva deste
grupo quimico de compostos, nomeadamente a (Z)-3-hexeno-1-0l, composto maioritario da
mistura volatil de O.europeae (Cf. BARATA, 1997). A semelhanca do que foi registado para o
grupo de compostos monoterpénicos, também, neste caso, dos ndo terpentides, foram
identificados neurorreceptores com uma especificidade olfactiva associados a sensilas
basicénicas dos tipos I e II. Com efeito, constata-se a existéncia de sensilas basiconicas de
tipo 1 especificas na detecgdo de (Z)-3-hexeno-1-ol e de sensilas basiconicas de tipo I
constituidas por neurorreceptores especificos a 3-metil-1-butanol e etil-3-metilbutanoato ou

(2)-3-hexeno-1-0l (Cf. BARATA, 1997).

Os registos de single cell demonstraram também uma quimiorrecep¢do olfactiva dos
neurorreceptores antenares de P. semipunctata ao grupo dos sesquiterpenos. Deste grupo
quimico destacam-se os compostos: guaine e a-cubebeno, especificos das misturas volateis de
espécies hospedeiras ¢ niio hospedeira (P. pinaster), respectivamente (Cf. BARATA, 1997).
Também, neste caso, é possivel estabelecer-se uma correspondéncia entre o tipo de sensila

basiconica e tipo de quimiorrecepgio olfactiva (Cf. BARATA, 1997). Com efeito, a

3 Conceito baseado no valor de concentragio relativa do composto na mistura volatil
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quimiorrecepgao olfactiva ao composto guaine (composto caracteristico das misturas volateis
de espécies hospedeiras de P. semipunctata) € especifica de um tipo de neurorreceptor
associado unicamente a sensilas basiconicas de tipo I, enquanto que a quimiorrecep¢éo a a-
cubebeno (composto caracteristico da mistura volatil da espécie ndo hospedeira P. pinaster)
deve-se a um tipo especifico de neurorreceptor identificado com as sensilas basiconicas
constituidas por duas células neurorreceptoras, ou seja, sensilas basiconicas de tipo II.

Da anélise comparativa de resultados efectuada entre os planos morfolégico e
fisiologico, € possivel estabelecerem-se dois factos inerentes ao fenémeno de
quimiorrecep¢do olfactiva de compostos das misturas volateis de espécies hospedeiras e nio
hospedeiras de P. semipunctata: (i) a existéncia de um conjunto de especificidades olfactivas
neurorreceptoras, envolvendo, nomeadamente, as sensilas basiconicas antenares de tipo I e
tipo II; e (ii) a diversidade/similitude olfactivas de tipos morfologicamente semelhantes/
distintos de sensilas basiconicas.

Este ultimo caso, torna evidente a diversidade de contetiddo dos critérios adoptados na
defini¢fio do conceito morfolégico e fisiolégico de tipo de sensila. Se o conceito morfolégico
se baseia essencialmente em factores de identidade organizacional, celular e ultrastrutural, ja,
em termos fisiologicos, o conceito tipologico de sensila tem por pardmetros, por um lado, o
tipo de receptores de membrana das projecgdes dendriticas das células neurorreceptoras, e,
por outro, as proteinas transportadoras (odorant-binding proteins-OBP) das moléculas-
estimulo (PELOSI & MAIDA 1995) presentes no licor sensilar que banha as terminagdes
dendriticas no /umen sensilar (STEINBRECHT, 1996).

Um exemplo paradigmatico que apoia este facto é constituido pelas sensilas tricdides
antenares de Bombyx mori. Um tipo morfoldgico de sensilas identificado em ambos os sexos,
mas, contudo, sexualmente diferenciadas em termos fisiolégicos. Com efeito, nos machos,
este tipo de sensilas aparece relacionada com a detecgio de compostos da feromona sexual
produzida pela fémea (STEINBRECHT, 1987), enquanto, nas fémeas, o mesmo tipo de sensilas

caracteriza-se por estar associado a detec¢io de compostos volateis de espécies vegetais.

A natureza multi-composicional das misturas volateis de espécies hospedeiras e nédo
hopedeiras, com as suas similitudes e especificidades (qualitativa e quantitativa), poderd
justificar a diversidade e especificidades olfactivas dos neurorreceptores das sensilas

basiconicas de tipo I e tipo II de P. semipunctata.
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Assim, com base nos resultados de ultrastrutura sensilar e single-cell recording,
podera conceber-se a interpretagdo segundo a qual, a quimiorrecep¢do olfactiva antenar de P.
semipunctata, no quadro de identificagdo e discriminagdo de espécies hospedeiras e ndo
hospedeiras, parece constituir um processo complexo através do qual é feita a detecgdo
diferenciada da informagfo (qualitativa e quantitativa) correspondente a constitui¢do quimica
das misturas volateis de cada uma das espécies vegetais. A sua diversidade composicional
justificaria a existéncia de sensilas basiconicas antenares com tipos fisiolégicos distintos de
neurorreceptores, definidos de acordo com as suas especificidades olfactivas. A saber: (i)
sensilas basiconicas constituidas por neurorreceptores especificos na quimiorrecepgdo de
compostos maioritirios das misturas volateis; (ii) sensilas basiconicas constituidas por
neurorreceptores especificos na quimiorrecep¢do de compostos minoritarios das misturas
volateis; e (iii) sensilas basiconicas constituidas por neurorreceptores especializados na
quimiorrecepcdo de compostos especificos das misturas volateis de espécies hospedeiras e
néo hospedeiras. _

Uma proposta de sistematizagio funcional e fisiologica sensilar que tende a relevar a
importincia e significado sensorial versus comportamental de cada um dos compostos
componentes de uma mistura volatil, permitindo assim ao insecto identificar, com base nas
componentes qualitativa e quantitativa, a sua "imagem" quimica e a partir dela modelar o seu

comportamento (MASSON, 1980; VISSER & DE JONG, 1988; BERNAYS & WCISLO, 1994).

63



Discussao Sistema Quimiorreceptor Antenar de P. semipunctata

Tabela 2. Especificidade olfactiva das sensilas basiconicas antenares
de P. semipunctata a compostos de misturas volateis de espécies
hospedeiras e n&o hospedeiras (Cf. BARATA, 1997).

Tlpo de sensila
COmpOStos Basicénica I Basiconica 11
o-pineno (2) R
1,8 cineole (a) . .
Linalool (b) . "
Z-3-hexeno-1-ol (c) .
Metil-1-1 butanol (b) .
Edtl-3-metlbutanoato (b) "
Guaine () :
o-cubebeno (e) .

(a) composto maioritirio de misturas volateis de espécies hospedeiras

(b) composto minoritirio de misturas volateis de espécies hospedeiras e
de P. pinaster

(c) composto maioritirio da mistura volatil de E. exropeae

(d) composto especifico de misturas voldteis de espécies hospedeiras

(€) composto especifico da mistura volatil de P. pinaster



Introdugao Distribuicdo Numérica de Sensilas Antenares de P. semipunctata

4. DISTRIBUICAO NUMERICA DE SENSILAS ANTENARES DE

P. semipunctata

4.1. INTRODUCAO

O dimorfismo sexual antenar é um fenémeno frequente nos insectos, com implicagdes
comportamentais, quer de natureza sexual (DYER & SEABROOK, 1975; SCHAFER & SANCHEZ,
1976; ALTNER et al., 1977; CHAMBILLE, 1986; ROSPARS, 1988), quer na localizagdo e selecg¢do do
hospedeiro (BOECKH, 1980; VISSER, 1986). A sua ocorréncia pode ter repercussdes no plano
sensorial quando, na circunstancia, estdo envolvidas sensilas.

A diversidade estrutural e dimensional antenar intra- e interspecificas nos insectos
pode ser encarada como resultado de um processo evolutivo (JEFFERSON ez al., 1970; SANES &
HILDEBRAND, 1976; THORNILL & ALCOCK, 1983; LIU & LIU, 1984).

S#o varios os exemplos de espécies, nomeadamente de lepidopteros e coledpteros, em
que os machos dispdem de antenas morfologicamente mais complexas (pectiniformes ou
plumosas) ou de maior dimenséo (comprimento e largura) (SCHNEIDER, 1964).

Caso particularmente curioso é o que envolve os cerambicideos, caracterizados pela
notavel dimensfio das suas antenas e em relacdo aos quais se registam exemplos de
dimorfismo sexual, com os machos exibindo antenas mais compridas do que as fémeas. Facto
este que pode ter reflexos comportamentais no contexto das relagbes intraspecificas,
nomeadamente no fendmeno de localizacdo de conspecificos (LINSLEY, 1961; HANKS et al.,
1996).

Uma érea de superficie antenar sexualmente diferenciada pode originar, com efeito,
um dimorfismo sexual de expressdo quantitativa sensilar em que estejam envolvidas sensilas
quimiorreceptores de contacto (gustativas) ou olfactivas. Os individuos do sexo portador de
um numero suplementar de sensilas quimiorreceptoras podem usufruir de uma capacidade
quimio-sensorial mais apurada do que os individuos do sexo oposto em consequéncia de um
maior numero de neurorreceptores (SCHNEIDER, 1964; SCHAFER & SANCHEZ, 1976; VOGEL,
1983).

Contudo, o dimorfismo sexual radicado no numero de sensilas pode ter subjacente

outros factores que ndo aqueles directamente relacionados com a dimensfio ou morfologia
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antenares, tais como o padrio de distribui¢do € a densidade sensilar (ROOSPARS, 1988; ROSS,
1992).

Em P. semipunctata foi identificado um dimorfismo sexual assente no facto de os
machos apresentarem um comprimento antenar superior ao das fémeas (DRINKWATER, 1973;
WIAUX, 1989; LOPES, 1990; HANKS et al., 1996).

Um estudo que incidiu sobre o nimero total de sensilas antenares veio por em
evidéncia que, também a esse nivel, se manifesta um dimorfismo sexual (LOPES, 1990).

O facto de ndo terem sido registadas diferengas significativas entre os dois sexos
quanto ao numero total de sensilas quimiorreceptoras (basiconicas + tric6ides), fazia supor
que o padrdo de distribui¢io deste grupo de sensilas ndo estivesse correlacionado com o
dimensionamento antenar.

Contudo, importava equacionar tal hipétese tendo por base um estudo comparativo,
no qual estivessem envolvidos os tipos mais abundantes de sensilas do flagelo antenar
(basiconicas, tricdides e caéticas), e cujos resultados pudessem ser analisados numa
perspectiva sensorial e comportamental tendo por referéncia, nomeadamente, o contexto da
comunica¢do quimica (intra- e interspecifica).

Com esse objectivo, concebeu-se um estudo comparativo, por amostragem, do
padrio de distribui¢do numérica das sensilas quimiorreceptoras (basiconicas e tricéides) e

mecanorreceptoras do flagelo antenar, em ambos os sexos de P. semipunciata.
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Resultados Distribuigdo Numérica de Sensilas Antenares de P. semipunctata

4.2. RESULTADOS

Na figura VII apresenta-se a localizagio no espago definido pelos dois primeiros
eixos factoriais dos individuos e dos descritores de maior inércia (invariancia), tendo por base
os dados de frequéncia numérica de sensilas antenares correspondentes a cinco fémeas ¢
quatro machos de P. semipunctata.

O primeiro eixo factorial permite definir dois grupos ou classes de individuos.
Assim, observa-se a constituicdo dos grupos constituidos pelos individuos (0, 3, 5, 7, 8) ¢
(Al, C1, Z1, J1), configurando-se, desde logo, uma separag@o sexual, com o primeiro grupo
reunindo os individuos identificados como fémeas ¢ o segundo agrupando os individuos

identificados como machos.
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Factor 1

Figura VII. Distribuicdo no espago reduzido, definido pelos dois primeiros eixos da analise
factorial de correspondéncias, dos individuos e dos descritores de maior inércia, a partir dos

dados de frequéncia numérica de sensilas antenares de P. semipunctata de cinco fémeas e
quatro machos.
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Por sua vez, o segundo eixo factorial estabelece uma sub-divisdo de cada um dos grupos
constituidos. Assim, nas fémeas, formam-se as sub-classes: (0, 5) € (3, 7, 8); enquanto nos
machos verifica-se a individualizagdo do individuo J1 dos demais (Al, C1, Z1).

Entre os descritores com maior inércia estdo as modalidades: sensilas basiconicas e
face dorsal do articulo.

Uma analise de AC define, de igual modo, um agrupamento dos individuos em
fungio da sua identidade sexual tendo por referéncia os dois e quatro primeiros eixos
factoriais ¢ um nimero-limite de cinco classes de individuos. Assim, para duas classes
formam-se os grupos: (0, 3, 5, 7, 8), fémeas, e (Al, C1, J1, Z1), machos. Para trés classes, da-
se a fragmentagiio do grupo dos machos, com a separagio do individuo J1 dos restantes,
enquanto o grupo das fémeas permanece inalterado. Para um nimero superior de classes, até
cinco, da-se a divisdo do grupo das fémeas, em que para os dois primeiros eixos factoriais se
formam as classes (0,5), (3) e (7,8) e para quatro eixos as classes (5), (0,3) e (7,8), sem
alteragio das duas classes de machos.

A aparente natureza sexualmente discriminante dos descritores (BVD9) e (BDD9)
(Fig. VII) é analisada através de uma AD aplicada a um tergo do conjunto de descritores
disponiveis para cada tipo de sensilas, com exclusgo, & partida, daqueles.

Os resultados obtidos foram sistematizados com base numa grelha de critérios, assim
definida:

C1- O descritor permite identificar correctamente o sexo de todos os individuos;

C2- todas as fémeas identificadas como tal pelo descritor sdo de facto fémeas, embora
haja fémea(s) identificada(s) como macho(s);

C3- todos os machos identificados como tal pelo descritor sdo de facto machos,
embora haja macho(s) identificado(s) como fémea(s);

C4- ha quer fémea(s) , quer macho(s) identificados pelo descritor como pertencendo

a sexo diferente do seu.

Assim, os resultados obtidos indicam que:
i) Para as sensilas tricéides nunca ocorre uma identificagdo sexual fidvel dos
individuos (C1); em 11% dos casos seria possivel uma identificagio segura de ser fémea (C2)
ou macho (C3), e em 78% dos casos ndo seria possivel uma identificagéo correcta de todos os

individuos de acordo com o sexo (C4) (Tab.3);
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ii) Para as sensilas caéticas, verifica-se uma identificaco sexual coerente em 40%
dos casos (C1); no entanto, em geral, ndo é possivel estabelecer uma identificacdo sexual
fiavel ou correcta dos individuos, de acordo com os valores de C2, 60%; C3, 50%; e C4, 30%
(Tab.3);

iii) Para as sensilas basiconicas, apenas em 12.5% dos casos seria possivel uma
identificag@o sexual correcta dos individuos (C1); em 62.5% e 37.5% dos casos seria possivel
uma identificagio segura de ser fémea (C2) ou macho (C3), respectivamente, dos individuos,
enquanto em 12.5% dos casos nfo seria possivel uma identificagfo sexual dos individuos (C4)
(Tab.3).

Tabela 3. Valores percentuais relativos ao poder de discriminagio sexual dos individuos, de acordo
com os critérios pré-estabelecidos, tendo por base o tipo de sensilas, segundo uma anlise discrimi-
nante aplicada a todos os descritores, com excepgio de BVD9 e BDD9.

Critério
Sensila
Ci C2 C3 C4
(%) (%) (%) (%)
Basicénica 12.5 62.5 375 12.5
Tricéide 0.0 11.0 11.0 78.0

Caética 40.0 60.0 50.0 30.0

Finalmente, procedeu-se a uma AD para todos os descritores, no sentido de se
determinar quais os descritores com maior peso na caracterizagéo sexual dos individuos.

Neste contexto, os resultados indicam que, em relagdo & modalidade de descritor tipo
de sensila, as sensilas tricéides ndo permitem, em nenhum caso, uma identificagdo correcta
dos individuos em fungio do sexo (C1-0%), enquanto C2, C3 ¢ C4 em conjunto perfazem
100% dos casos (Tab.4).

Por sua vez, as sensilas basiconicas e caéticas apresentam valores percentuais
relativamente menos elevados do que as sensilas tricéides em relagdio ao conjunto
C2+C3+C4: 80% e 83.3%, respectivamente (Tab.4).
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Tabela 4. Valores absolutos e percentuais relativos ao poder de discriminagdo sexual
dos individuos, de acordo com os critérios pré-estabelecidos, tendo por base o tipo de

sensilas, segundo uma anilise discriminante aplicada a todos os descritores.
e ——

Critério
Sensila
Cl1 C2 - C3 C4 C2+C3+C4 C1
(%) (%)
Caética 6 7 3 14 80.0 20.0
Basicénica 5 11 2 12 83.3 16.7

Tricéide 0 2 1 27 100.0 0.0

Em relagfo a variavel face do articulo, definido como um factor relacionado com a
distribui¢@io das sensilas, os valores percentuais relacionados com os critérios C2, C3 e C4,
perfazem um total de 93.3% e 82.2%, respectivamente para as faces ventral e dorsal. Ou seja,
apenas em 6.7% e 7.8% dos casos as faces ventral e dorsal possibilitam uma identificagdo
sexual correcta dos individuos, respectivamente (Tab.5). A diferenca de valores entre C2 ¢ C3
¢ mais acentuada em relagfo a face ventral. Por outro lado, o somatério de casos relacionados
com os critérios C1 e C2 é superior ao nimero de situagdes relacionadas com os critérios C2 e

C3, para ambas as modalidades deste descritor, sendo, porém, mais evidente em relagéo a face
dorsal.

Tabela 5. Valores absolutos e percentuais relativos ao poder de discriminagio sexual dos indi-
viduos, de acordo com os critérios pré-estabelecidos, tendo por base a face dos articulos fla-
gelares, segundo uma andlise discriminante aplicada a todos os descritores.

Critério
Face
C1 C2 C3 C4 C2+C3+C4 C1
(%) (%)
Ventral 3 14 2 26 93.3 6.7
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Por sua vez, quanto & variavel regido de amostragem, € de salientar o elevado valor
percentual correspondente ao conjunto C2, C3 e C4. A saber: regido distal 83.3%; regido
mediana 86.7%; e regido basal 93.3% (Tab.6).

Tabela 6. Valores absolutos e percentuais relativos a0 poder de discriminagio sexual dos
individuos, de acordo com os critérios pré-estabelecidos, tendo por base a regido dos arti-
culos flagelares, segundo uma anilise discriminante aplicada a todos os descritores.

Critério
Regido
Ci C2 C3 C4 C2+C3+C4 Cl
(%) (%)
Distal 5 5 0 20 833 16.7
Mediana 4 10 2 14 86.7 133

Basal 2 5 4 19 93.3 6.7

Logo, apenas em 16.7%, 13.3% e 16.7% das situagdes (C1), as regides distal,
mediana e basal, respectivamente, parecem identificar correctamente todos os individuos de
acordo com a sua identidade sexual.

Finalmente, em relagio & varidvel articulo, os resultados colocam em posi¢do
antagonica os articulos 5 € 9 quanto & identificagio sexual correcta de todos os individuos
(C1). Com efeito, o articulo 5 ndo permite uma identificacdo sexual correcta de todos os
individuos (C1, 0%); enquanto o articulo 9 regista o melhor resultado do conjunto dos
articulos seleccionados na identifica¢io correcta de todos os individuos em fungdo do sexo
(C1, 22.2%) (Tab.7).

Deste modo, os indices percentuais correspondentes ao conjunto de situagdes
definidas pelos critérios C2, C3 e C4 atingem para os articulos 5 e 9 os niveis extremos
(superior e inferior) do intervalo de valores obtidos, respectivamente com 100% e 77.8%
(Tab.7). Em relagfo aos restantes articulos, regista-se um indice percentual de 83.3% para os
articulos 1 e 7, e 94.4% para o articulo 3.
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Tabela 7. Valores absolutos e percentuais relativos ao poder de discriminagio sexual dos
individuos de acordo com os critérios pré-estabelecidos, tendo por base o articulo flage-

lar, segundo uma anilise discriminante aplicada a todos os descritores.
—————————————————————— e —————————————————

Critério
Articulo
(Flagelo) Cl1 Cc2 C3 C4 C2+C3+C4 Cl1
(%) (%)
1 3 3 0 12 833 16.7
3 1 8 2 7 94.4 5.6
5 0 3 0 15 100.0 0.0
7 3 4 2 9 83.3 16.7
9 4 2 2 10 77.8 22.2
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4.3. DISCUSSAO

O tratamento estatistico dos dados relativos & distribuicdo numérica de sensilas
antenares de P. semipunctata permite evidenciar algumas consisténcias que importa analisar.

Assim, uma AFC permite agrupar os individuos analisados em funcdo da sua
identidade sexual, tendo em conta os indices de frequéncia total de sensilas, dai resultando a
constitui¢do de dois grupos de individuos sexualmente diferenciados. Com efeito, o primeiro
eixo factorial separa os individuos-fémea, com os indices mais elevados de frequéncia total de
sensilas, dos individuos-macho.

Os resultados de uma andlise de AC sugerem, de igual modo, uma diferenciagéo
primaria dos sexos em fungio do mimero de sensilas. Configura-se, deste modo, um
dimorfismo sexual tendo por base a frequéncia total de sensilas.

Um estudo preliminar de quantificagio de sensilas antenares de P. semipunctata
indiciava ja a existéncia de um dimorfismo sexual, tendo em conta o nimero total de sensilas
(LOPES, 1990). De acordo com esse estudo, as sensilas caéticas constituem o tipo sensilar
antenar que melhor expressa a diferenca numérica de sensilas antenares entre machos e
fémeas. A diferenca de comprimento antenar existente entre os dois sexos parece ser um
factor-base determinante do dimorfismo sexual sensilar antenar. Na verdade, um estudo
comparativo, entre individuos de dimensdo semelhante, demonstra um progressivo maior
alongamento dos articulos que compdem o flagelo antenar dos machos comparativamente ao
verificado nas fémeas (WIAUX, 1989). Se se considerar que as sensilas caéticas apresentam,
indistintamente do sexo, um padrdo de distribui¢dio uniforme ao longo do flagelo antenar,
compreende-se, entdo, por que os machos possuem tendencialmente um nimero de sensilas
caéticas superior ao das fémeas. De resto, o estudo de distribuigdo numérica de sensilas ndo
indicia qualquer discrepincia sexual quanto ao padrdo de distribui¢dio das sensilas caéticas
antenares.

A ideia de um isomorfismo sexual concernente ao padrdo de distribuigdo de sensilas
tricoides antenares é sugerida também pelo presente estudo. Com efeito, as andlises
estatisticas nfio evidenciam aparentemente qualquer especificidade sexual discriminativa, o
que acaba por corroborar os resultados do estudo preliminar de quantificagio sensilar (LOPES,
1990).
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O facto do dimorfismo sexual de comprimento antenar ndo ter um efeito quantitativo
sexualmente discrepante nas sensilas tricéides, podera dever-se ao seu padréo de distribuicéo
néo uniforme.

Por seu lado, o segundo eixo da AFC promove separagdes, quer no grupo de machos,
quer no grupo de fémeas, mas por factores aparentemente diversos. Nos machos, a frequéncia
total de sensilas parece estar na base dessa separagdo, enquanto o perfil de distribuicdo parece
prevalecer nas fémeas. Uma situagio que € corroborada por uma AC, para os dois e quatro
primeiros eixos factoriais e para um méximo de cinco classes de individuos. Parece haver,
deste modo, uma clara separagio dos individuos tendo em conta, primeiramente, o nimero
total de sensilas e, secundariamente, o seu perfil de distribui¢do.

A selecgdio dos descritores que caracterizam os individuos de cada grupo constituido
e a sua utilizacdio conjunta ou separadamente na AD dos individuos, torna evidente que
nenhuma caracteristica pode ser considerada globalmente como boa discriminante dos sexos
de P. semipunctata, ja que a percentagem de boas discriminagdes vai de 0% (modalidéde de
tricéides da caracteristica tipo de sensila e modalidade articulo 5) a 22.2% (modalidade
articulo 9), com o segundo maximo de 20% (modalidade caéticas) (Tabelas 4-7).

No entanto, os resultados da AFC sugerem que os descritores BVD9 e BDD9 podem
ser potencialmente discriminativos do sexo (Fig. VII). Com efeito, uma AD aplicada a todos
os descritores, a excepgdo daqueles mesmos, indicia o facto de, de acordo com os critérios
definidos anteriormente, BVD9 e BDD9 serem descritores que -no seu conjunto podem
promover a discriminagdo sexual dos individuos (Tabela 3). De facto, neste contexto, as
sensilas basiconicas sdo as que menos casos fornecem de uma identificagdo sexual total ou
parcialmente fidvel dos individuos (12.5%), embora a probabilidade de o fazerem
correctamente para todos os individuos seja idéntica. A maior diferenca entre a situacéio C2 e
C3 sugere que um determinado tipo de distribuicdo das sensilas basiconicas seja caracteristica
das fémeas do que dos machos.

A identificacdo de uma 4rea glabra na regiio mediano-distal do segmento flagelar
apical dos machos de P. semipunctata podera tornar-se num factor potenciador da tendéncia
sexualmente caracterizante que parece particularizar o padrio de distribuicdo das sensilas
basiconicas. A especificidade de tipo sensilar e de localizagfo (sensilas basiconicas da face
ventral e dorsal da regido distal do articulo nove do flagelo antenar) definida pelos descritores
BVD9 e BDD9 sugere tal interpretagéo.
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A comunica¢do quimica pode estar na base de vérias situa¢des de dimorfismo sexual
sensilar, nos insectos (CHAPMAN, 1982; SASS, 1980; ROSS, 1992). O dimorfismo sexual sensilar
pode definir-se qualitativa (ultrastrutura/fisiologia) ou quantitativamente (nimero/densidade).
Na maior parte dos casos, ele aparece relacionado com a quimiorrecepgéio de uma feromona
sexual, embora sejam referenciadas situagbGes de cariz ndo sexual, nomeadamente
relacionadas com o fenémeno de localizagdo e selec¢do do hospedeiro versus oviposigdo
(ROSPARS, 1985). Com efeito, em determinados casos, as fémeas possuem um numero ou
densidade de sensilas olfactivas ou gustativas superior aquele(a) dos machos, facto este
considerado como um requisito determinado por aquele fendmeno (Mc IVER, 1970; 1971;
KOZLOWSKI & VISSER, 1981; DICKENS et al., 1984; VISSER, 1986; FAUCHEUX, 1991; ROSS, 1992).

Porém, a ndo identificacdo de um dimorfismo sexual ultrastrutural sensilar olfactivo
antenar em P. semipunctata leva a afastar a hipdtese de existéncia de uma feromona sexual de
atracgdo a distdncia.

Contudo, o facto de se sugerir um determinado tipo de distribui¢éo das sensilas
basiconicas mais caracteristico das fémeas do que dos machos leva a questionar sobre o seu
significado. A hipdtese de uma correlagio entre o dimorfismo sexual da regido glabra e a
especificidade sexual de distribui¢do das sensilas basiconicas poderd ser equacionada, se se
estabelecer uma correspondéncia com base na sua localizagio. A possibilidade de
quimiorrecep¢io de uma feromona antenar por parte das sensilas basiconicas, considerando a
sua estrutura funcional, s6 podera perspectivar-se, neste contexto, caso a regido glabra antenar
do macho seja caracterizada por uma matriz glandular sexualmente especializada susceptivel

de configurar a hip6tese de producdo de uma feromona.
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S. SISTEMA GLANDULAR ANTENAR versus DIMORFISMO SEXUAL
DE P. semipunctata

5.1. INTRODUCAO

Nos insectos, o fenémeno de dimorfismo sexual tem merecido um enfoque particular,
nomeadamente no ambito dos estudos relacionados com o fenémeno da comunicagéo
quimica. Paradigmaticos s3o os casos que envolvem o sistema quimiorreceptor antenar
associado a detecg¢fio de feromonas sexuais que regem o comportamento de acasalamento
(SCHAFER & SANCHEZ, 1976; SASS, 1980; CHAPMAN, 1982b; IWABUCH], 1982, 1985, 1987; VOGEL,
1983; FAUZIAH er. al., 1987; OBATA, 1987; FUKAYA & HONDA, 1992; SRENG, 1993). Por isso, os
principais e mais conspicuos fendémenos de dimorfismo sexual caracterizam-se por envolver
aspectos morfoldgicos, estruturais e fisiologicos directamente relacionados com a recepgio
assim como a producdo de feromonas (BOECKH & BOECKH, 1979; CHRISTENSEN &
HILDEBRAND, 1987)

As estratégias comportamentais de orientagio sexual, onde se destacam os
mecanismos de atrac¢do e de reconhecimento de conspecificos, s@o, com efeito, na maioria

dos casos, condicionadas por feromonas sexuais (CARDE & BAKER, 1984; GRANT et al. 1988;
BENTO et al. 1992; BERNAYS & WCISLO, 1994; BIEMONT et al., 1992; NOLDT et al. 1995; SRENG,

1984; 1993). Com frequéncia, a especificidade quimica que caracteriza as feromonas sexuais,
constitui uma barreira efectiva ao isolamento reprodutivo, designadamente entre espécies
simpatricas (GRANT et al. , 1988; HANSEN, 1984).

Deste modo, o sistema de comunicag&o quimica intraspecifica pressupde, desde logo,
como condi¢#o, que os individuos de uma mesma espécie disponham da capacidade de gerir,
identificar e discriminar, em tempo util e eficazmente, um conjunto de informagdes (sinais),
emitidas pelos respectivos conspecificos. Pressuposto que envolve a ocorréncia de uma rede
integrada de processos sensoriais, iniciados com a detecgdo periférica da informacéo e
terminando na sua integragio e descodificacdo especifica e selectiva a nivel central
(deutocérebro-macroglomérulo) (BOECKH & BOECKH, 1979; BURROWS et al., 1982; MATSUMOTO
& HILDEBRAND, 1981).

O fenémeno de comunicag@o quimica intraspecifica caracteriza-se por ser assim um

processo complexo e especifico, no qual estdo envolvidos, por um lado, um sistema produtor
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e emissor de sinais quimicos especificos (feromonas), e, por outro, um sistema sensorial
devidamente especializado na sua detecg¢do, integra¢io e descodificagdo (HILDEBRAND, 1995).

Como tal, é possivel encontrar um nimero diversificado de espécies caracterizadas
por apresentarem especializacGes estruturais funcionalmente adaptadas ao fenomeno da
comunica¢do quimica intraspecifica, relacionadas com a produgéo e emissdo versus recepgio
de feromonas. Estruturas, pois, de natureza glandular e sensorial que, na maioria dos casos,
adquirem, em termos morfolégicos e fisioldgicos, um caracter sexualmente dimérfico
(MASSON & MUSTAPARTA, 1990).

Assim, algumas das manifestacdes de dimorfismo sexual antenar identificadas nos
insectos aparecem relacionadas com os fenémenos de recepgdo ou producgdo e emisséo de

feromonas sexuais (BOECKH & BOECKH, 1979; CHRISTENSEN & HILDEBRAND, 1987).

Um caso tipico de dimorfismo sexual antenar de caracter sensorial em conex@o com
o fenémeno de detecgdo de compostos feromonais € aquele que envolve a ocorréncia de tipos
morfolégico-funcionais especificos de sensilas olfactivas, fisiologicamente especializadas na

detec¢do dos compostos-chave da feromona sexual (ERNST & BOECKH, 1983; SCHALLER-
SELZER, 1984; CHAMBILLE, 1986; CHAPMAN, 1982; STEINBRECHT & GNATZY, 1984; ROSPARS,
1988).

Tem sido mencionada também a existéncia de glandulas antenares supostamente
associadas a produgdo de feromonas sexuais (DeMARZO & VIT, 1983; BIN & VINSON, 1986;
MEDVEDEV & PAVLOV, 1988; BIN et al., 1989; NEWMAN et al., 1993; BARTLET et al., 1994).

As glandulas exdcrinas dos insectos podem ser classificadas em trés classes ou tipos
tendo em conta a sua constituicdo celular e estrutural, de acordo com Noirot & Quennedey
(1974): (i) as gldndulas de tipo I, constituidas por uma célula secretora e desprovidas de uma
estrutura canalicular. Neste tipo glandular, a célula secretora é coberta pela superficie
cuticular estruturalmente adaptada a difusdo e evacuagdo do material de secregdo; (ii) as
glandulas de tipo II, cuja célula secretora nfo contacta directamente com a cuticula, sendo
rodeada pelas células epidérmicas, as quais tém a fun¢do de transferir o material de secregdo
através da cuticula suprajacente; e (iii) as gldndulas de tipo IIl, caracterizadas pela presenca
de uma ou duas células secretoras e uma ou duas célula(s) canalicular(es) dispostas em série

ao longo de um canaliculo.
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Modificagbes estruturais de natureza glandular da superficie cuticular antenar,
nomeadamente de tipo glabro, estdo associadas, em muitos casos, & emissdo e difusdo
glandular (BARTLET er al., 1994; CAVE & GAYLOR, 1987; NEWMAN et al., 1993; ISIDORO et al,
1996).

A ocorréncia de uma regifio glabra antenar em P. semipunctata, leva a equacionar o
significado funcional do fenémeno, tendo em consideragdo o dimorfismo sexual que o mesmo
constitui.

Os estudos realizados, até ao presente, sobre 0 comportamento de acasalamento de P.
semipunctata, ndo excluem a hipétese de existéncia de uma mediagio quimica intraspecifica,
eventualmente uma feromona emitida pelo macho, agindo a curta distdncia (MARQUES, 1996).

Virios autores tém sublinhado o papel das feromonas no comportamento de
acasalamento de diversas espécies de cerambicideos (AKUTSU & KUBOKI, 1983; FUKAYA &
HONDA, 1992; WANG et al., 1990, 1991). A maioria desses estudos referem a existéncia de uma
feromona sexual sintetizada e emitida pela fémea, atractiva para os machos. Porém, nas
espécies, Xylotrechus pyrrhoderus (IWABUCHI, 1982), Monochamus alternatus (KIM et al., 1992)
e Hylotrupes bajulus (NOLDT et al., 1995), foi identificada a existéncia de uma feromona sexual
masculina.

A hipétese de uma mediagdo quimica intraspecifica em P. semipunctata sugerida
pelos estudos comportamentais, podera ser analisada & luz do dimorfismo sexual da regido
glabra antenar, através de um estudo onde seja equacionada: (i) a natureza estrutural da regiio
glabra antenar; e (ii) o significado funcional versus alcance comportamental do fenémeno no
contexto das relagdes intraspecificas. Dito de outro modo: correspondera a regido glabra
antenar a uma area de matriz glandular estruturalmente especializada na produgio/emisséo de
uma feromona?

A fim de contribuir para a elucida¢io destes aspectos e com o objectivo de encontrar
possiveis interpretacdes para determinadas manifestacdes comportamentais descritas por
Marques (1996) no dmbito das rela¢Ses intraspecificas, efectua-se um estudo comparativo de
caracterizagdo ultrastrutural do sistema glandular antenar entre os dois sexos de P.

semipunctata tendo por referéncia a regifo glabra.
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5.2. RESULTADOS
5.2.1. MORFOLOGIA E TOPOGRAFIA DA REGIAO GLABRA

O segmento apical do flagelo antenar dos machos de P. semipunctata, apresenta uma
area glabra de dimensdo variavel (1000-1500um comprimento; 50-100um largura), na regido
mediano-posterior da face ventral (Prancha 1, Figs. 2, 5 e 6).

Observagdes realizadas em microscopia electronica de varrimento permitiram
evidenciar a presenca, na regido glabra do flagelo antenar, de poros cuticulares distribuidos
dispersamente (Prancha 1, Fig. 6). Dois tipos distintos de poros cuticulares foram observados,
tendo em conta a forma e dimensdo por si evidenciadas: i) poros punctiformes (0.2-0.4um

didmetro), e ii) poros semi-circulares/circulares (0.5-1pum didmetro) (Prancha 1, Fig. 6).

5.2.2. ULTRASTRUTURA DO SISTEMA GLANDULAR ANTENAR

A identificagiio de dois tipos dimensionais de poros a nivel da regido glabra sugeria a
priori a possibilidade dos mesmos corresponderem a aberturas cuticulares de estruturas
glandulares distintas. Com efeito, a analise ultrastrutural confirmou a existéncia de dois tipos
de glandulas anexas a regido glabra: (i) gldndulas de tipo I; e ii) gldandulas de tipo III. Tipos
glandulares estes distribuidos dispersamente por todo o tegumento antenar, ndo se confinando
unicamente a regido glabra.

Do ponto de vista orgazinacional e estrutural, as gldndulas de tipo I sdo constituidas
por uma célula secretora, com a particularidade ainda de serem desprovidas de uma estrutura
canalicular. Este tipo glandular parece associar-se aos poros de maior dimensdo da regido
glabra. As gldndulas de tipo III s3o, por seu lado, providas de uma estrutura canalicular e
constituidas por: duas células secretoras (distal e proximal)! e uma célula canalicular,
surgindo associadas aos poros de tipo punctiforme da regifio glabra.

Por outro lado, adoptou-se uma terminologia que agrupa as glindulas antenares em: (i)

gldndulas comuns, ndo anexas a regido glabra; e (ii) gldndulas anexas a regido glabra.

' Terminologia tendo por referéncia a superficie cuticular antenar
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5.2.2.1. Glandulas néo anexas a regiio glabra ("Glindulas Comuns")

Glandula de tipo 1

O estudo ultrastrutural confirmou a constitui¢do unicelular das "glandulas comuns"
de tipo I. Uma célula secretora de configuragéio piramidal (cf. Fig. VIII com Prancha 13, Fig.
1), com um diametro basal varidvel (~0.5um) € um nucleo arredondado, localizado na regigo
basal do citoplasma, com um nucleoplasma electrodenso, possuindo um a dois nucléolos (Fig.
VIII; Prancha 13, Fig. 1).

Ao nivel do citoplasma, e na regido basal (infranuclear), este tipo de célula secretora
evidencia, frequentemente, uma drea de matriz clara, no seio da qual se identifica a presenga
cumulativa de grios de glicogénio (Fig. VIII; Prancha 13, Figs. 1 e 5), enquanto que a
presenga de outros organitos, tais como mitocondrias, reticulo endopldsmico rugoso e
ribossomas, é notoriamente escassa.

Por sua vez, na regifio perinuclear destaca-se a presenga de dictiossomas, vesiculas
de matriz clara, lisossomas de dimensf3io e densidade diversas, mitocondrias e ribossomas
(Fig. VIII; Prancha 14; Fig. 1). Além disso, identificam-se vesiculas de reticulo endopl4smico
liso e esparsos filamentos de reticulo endoplasmico rugoso.

Na regido citoplasmética distal, identifica-se a presenca de mitocondrias,
concentradas, principalmente, em torno do reservatério extracelular (Fig. VIII; Prancha 13,
Figs. 1, 3 e 4). Vesiculas de reticulo endopldsmico liso, dictiossomas, lisossomas, com um
conteiido lamelar ou vesicular electrodenso, ribossomas, vesiculas de conteiido floculento e
microtibulos, sdo outras das estruturas observadas nesta regifo do citoplasma da célula
secretora (Fig. VIII; Prancha 13, Figs. 3 e 4). ;

Por outro lado, a membrana plasmatica da célula secretora desenvolve, na extensio
mediano-distal, uma invagina¢do, com a formagdo do reservatério extracelular (0.2-1pm
diametro). No seu interior observa-se a presenca, geralmente, de um contetido granular ou
floculento (Fig. VIII; Prancha 13, Figs. 2 e 3).

O reservatério extracelular € delimitado, lateralmente, por um sistema de
microvilosidades membranares de tipo digitiforme (Fig. VIII; Prancha 13; Figs. 1, 4).

Microvilosidades essas contendo microfilamentos, e, por vezes, vesiculas de reticulo
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PRANCHA 13

"GLANDULAS COMUNS" DE TIPO I

Figs. 1- 6. Fotografias obtidas em M.E.T.

Fig. 1.

Fig. 2.

Fig. 3.

Fig. 4.

Fig. 5.

Seccdo longitudinal de uma célula secretora. Na regido infranuclear observa-se a
existéncia de uma "bolsa" (P) citoplasmica de matriz clara, contendo intimeros gréios
de glicogénio (Gl). Na regido apical, a membrana plasmitica da célula secretora
desenvolve um conjunto de microvilosidades (Mv). Niicleo (N) da célula secretora.
(7,000 x).
Secgdo longitudinal da regido apical de uma célula secretora (GC) contigua a base de
inser¢do de uma sensila caética (HS). A superficie cuticular suprajacente ao
reservatorio extracelular (EC) apresenta uma estrutura constituida por tibulos
cuticulares (Ct), fibras cuticulares (CF) e um estrato superficial epicuticular (EP).
Abertura glandular (seta); microvilosidades (Mv). (5,600 x).

Secgdo transversal de uma sensila caética antenar. Anexa ao complexo celular da
sensila observa-se a presenca de uma célula glandular (GC) de tipo I. Dendrito (D);
célula tecogénica (TH); célula tricogénica (TR); célula tormogénica (TO); cuticula
antenar (CU); mitocondrias (M); microvilosidades (Mv); reservatério extracelular
(EC). (7,400 x).
Secgéo transversal na regidio citopldsmica apical de uma célula secretora. Observa-se a
abundéncia de vesiculas de reticulo endoplasmico liso (SER) e de ribossomas (seta).
Mitocondrias (M); microvilosidades (Mv). A nivel das microvilosidades observam-se
também vesiculas de reticulo endoplasmico liso. (36,800 x).

Secgdo longitudinal a nivel da regido basal de uma célula secretora. Invaginacdes
basais (dupla seta) da membrana plasmatica, contigua a lamina basal (BL).
Mitocondrias (M); glicogénio (Gl); reticulo endoplasmico rugoso (RER). (24,150 x).

Fig. 6. Detalhe da superficie cuticular antenar suprajacente ao reservatério extracelular de uma

célula secretora. Estrato endocuticular filamentoso (F); estrato epicuticular interno
(EPI); estrato epicuticular externo (EPE). Canais cuticulares (seta). (65,000 x).
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endopldsmico liso e mitocondrias (Fig. VIII; Prancha 13; Fig. 4). Em alguns casos, observam-
se, entre as microvilosidades, invaginagSes membranares albergando vesiculas de secregdo.

Na regidio sub-cuticular, o citoplasma da célula apresenta um estreitamento (Fig.
VIII; Prancha 13; Figs. 2 e 3).

A nivel basal, a membrana plasmética apresenta, por vezes, pequenas invaginagdes
nas quais se podem observar ribossomas, grios de glicogénio, filamentos de reticulo
endoplasmico rugoso e mitocondrias (Fig. VIII; Prancha 13; Fig. 5)

Distalmente ao reservatério extracelular, a cuticula da superficie antenar evidencia
uma estrutura que parece funcionalmente adequada ao processo de difusdo e evacuagdo do
produto de secregdo, com uma configuragfio poroso-lacunar, onde se destacam trés regides
estruturalmente distintas :

i) uma regido basal, em comunicagio directa com o reservatério extracelular,
constituida por um conjunto de projecgdes tubulares, provavelmente de epicuticula, formando
um sistema de tipo lacunar (Fig. VIII; Prancha 13, Fig. 2);

i) uma regidio intercalar (0.2- 0.3um espessura) com uma estrutura filamentosa,
constituida por um conjunto de filamentos, de natureza endocuticular (Fig. VIII; Prancha 13,
Figs. 2 e 6); e,

iii) um estrato externo, epicuticular, constituindo a superficie da depressdo glandular,
perfurado por diminutos canais porosos (0.05-0.07um didmetro), onde € possivel distinguir
duas 4reas de espessura ¢ densidade diferenciadas: (i) um estrato inferior (0.05-0.1um
espessura), de epicuticula moderadamente electrodensa; e (ii) um estrato superior (0.02-

0.04um espessura), de epicuticula electrodensa (Fig. VIII; Prancha 13, Figs. 2 e 6).
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Figura VIII. Reconstrugdo esquematica de uma célula glandular antenar de tipo | de P.
semipunctata. BL., lamina basal, BMI, invaginagdes da membrana basal da célula glandular; cf, fibras
cuticulares; dupla cabeca de seta, microfilamentos; EPE, estrato epicuticular externo; IEP, estrato
epicuticular interno; G, aparato de Golgi; Gl, grios de glicogénio; Gr, granulos electrodensos; L,
lisossomas; M, mitocondria; mt, microtibulos; Mv, microviiosidades; N, nucleo; r, ribossomas; R,
reservatorio; RER, reticulo endoplasmico rugoso; SER, reticulo endoplasmico liso; seta pequena,
poro; V, vesiculas.
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Glandula de tipo III

A organizagéo celular deste tipo glandular compreende uma componente secretora,

constituida pelas células secretoras distal e proximal, € uma componente ndo secretora,
correspondente a célula canalicular. Associado a este conjunto celular aparece uma estrutura
canalicular (canaliculo).

Neste grupo de glidndulas antenares foi observada uma variabilidade citolégica e
estrutural, envolvendo, respectivamente, as células secretoras e o aparelho cuticular terminal
(canal receptor) associado a célula secretora distal. Neste sentido, estabeleceram-se duas

categorias glandulares, a saber: (i) gldndulas "G1"; e (ii) gldndulas "G2".

GLANDULAS "G1"
Célula secretora distal

O citoplasma da célula secretora distal correspondente a esta categoria glandular
caracteriza-se pelo conteudo electrodenso das respectivas vesiculas de secre¢do (thcha 14,
Figs. 3 e 4).

Com uma matriz citoplasmatica electrodensa, a célula secretora interna relativa a esta
categoria glandular revela, ainda, a caracteristica de possuir, na maioria das vezes, um reticulo |
endoplasmico rugoso desenvolvido, formando, por vezes, sistemas de tiibulos empilhados ou

‘extensdes lamelares concéntricas, para além de ribossomas, distribuidos abundantemente pelo
seu citoplasma (Prancha 14; Fig. 3). De igual modo, destaca-se a presen¢a de um aparato de
Golgi, por vezes, desenvolvido, a que se associam pequenos granulos, ¢ mitocOndrias, de
matriz electrodensa, mais frequentes na regido adjacente ao reservatorio extracelular (Prancha
14; Fig. 3).

Na regido apical, a membrana pldsmica da célula secretora caracteriza-se por
desenvolver um conjunto compacto de microvilosidades digitiformes e irregulares, de
comprimento variavel (0.2-0.6um), delimitando o reservatério extracelular. No seu interior
identifica-se a presenca do aparelho terminal (~1um didmetro) (Prancha 14; Figs.3e4). A
presenga de vesiculas de secregdo proximas ao reservatorio extracelular, constituiu um
fenémeno frequentemente observado, com este, na maioria das vezes, repleto de material de
secregdo electrodensa (Prancha 14; Fig. 4).

O nucleo da célula secretora, arredondado, caracteriza-se por apresentar um
nucleoplasma electrodenso, com diversas aglomera¢des de >cromatina densa, particularmente

conspicuas a nivel da superficie interna da sua membrana.
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Resultados Sist. Gland. Antenar versus Dimorf. Sexual de P. semipunctata

Aparelho terminal
O aparelho terminal associado a célula secretora distal das gldndulas "Gl1"

caracteriza-se por apresentar uma parede cuticular de estrutura homogénea e compacta,
perfurada por finos canais porosos (~0.1um comprimento), ligando o reservatério extracelular

ao lumen do aparelho terminal (Prancha 14; Figs. 3 e 4)

GLANDULAS "G2"
Célula secretora distal
A identificagdo deste tipo de glandulas tem por base a citologia da sua célula secretora
distal, a qual caracteriza-se pela presenca de vesiculas de secre¢dio de conteudo heterogéneo,
com inclusées vesiculares, lamelares ou de tipo granular, reticulo endoplasmico rugoso de
tipo filamentoso, ribossomas, distribuidos dispersamente, e mitocdndrias, de matriz
electrodensa (Prancha 15, Figs. 3 e 5). A presenca abundante e de distribui¢do uniforme de
ribossomas no citoplasma deste tipo de célula secretora, confere-lhe, por vezes, uma aparéncia
granular electrodensa (Prancha 15; Fig. 1). Na regido perinuclear, identifica-se,
frequentemente, um aparato de Golgi, tendo a si associadas vesiculas de contetiido
electrodenso (Prancha 15; Fig. 2).

Em determinados casos, € possivel identificar, no citoplasma da célula secretora
distal das gldndulas "G2", inimeras formac¢des vesiculares, de conteudo floculento
electrodenso, em cuja superficie membranar externa se identificam ribossomas distribuidos
dispersamente (Prancha 15; Figs. 1 e 2). O espago perinuclear ¢, nestes casos, desenvolvido
(Prancha 15, Fig. 2).

A membrana da célula secretora distal desenvolve, em tormo do reservatério
extracelular, um conjunto de microvilosidades, nas quais se identificam microfilamentos. O
reservatorio extracelular é preenchido, na maior parte das vezes, por um material de textura
floculenta e electrodensa (Prancha 15, Figs. 1, 3 e 5).

O nucleo da célula secretora tem uma configuragdo geralmente globosa, localizando-
se na regido centro-basal do citoplasma. O seu nucleoplasma inclui condensagbes de
cromatina electrodensa distribuidas dispersamente (Prancha 15, Fig. 1).

Na regido apical, a membrana da célula secretora distal forma jungdes septadas com

a membrana da célula secretora proximal (Prancha 15, Fig. 1).
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PRANCHA 14

"GLANDULAS COMUNS" DE TIPO I E TIPO IlI

Figs. 1- 4. Fotografias obtidas em M.E.T.

Fig. 1. Detalhe do citoplasma de uma célula secretora na regifio perinuclear. Aparato de Golgi
(G); mitocondria (M); nicleo da célula secretora (N); reticulo endopldsmico rugoso
(RER); ribossomas (seta); vesicula (V). (29,450 x).

Fig. 2. Secgdo longitudinal subjacente a regifio glabra antenar. Panordmica de um conjunto de
células secretoras (GC). Cada célula secretora desenvolve um sistema de
microvilosidades (Mv) delimitando o reservatorio extracelular (EC). Estrato
endocuticular tubular (Ct); estrato endocuticular filamentoso (CF); estrato epicuticular
(EP). Cuticula antenar (CU). (7,400 x).

Fig. 3. Glandula de tipo III. Secc¢lio transversal de uma célula secretora distal (ISC)
correspondente a uma glandula "G1". Observa-se, no citoplasma da célula, vesiculas
de secrecdo (SV) electrodensas. O limen do aparelho terminal (EA) é preenchido por
material de secrecdo electrodensa. De notar a existéncia de canais filamentosos (seta
branca) atravessando a parede do aparelho terminal. Aparato de Golgi (G); grénulos
(Gr); mitocdndrias (M); microvilosidades (Mv); reticulo endoplasmico rugoso (RER);
ribossomas (seta). (16,900 x).

Fig. 4. Detalhe do aparelho terminal de uma glandula "G1". O limen do aparelho terminal
(EA) e o reservatorio extracelular (EC) sdo preenchidos por um material de secregdo

electrodensa. Canais cuticulares (cabeca de seta); microvilosidades (Mv). (29,450 x).
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Resultados Sist. Gland. Antenar versus Dimorf. Sexual de P. semipunctata

Aparelho terminal

O aparelho terminal das gldndulas "G2" (0.5-0.7um didmetro) tem uma estrutura
algo diferenciada daquela que caracteriza o aparelho terminal das gldndulas "G1" (cf. Prancha
14, Figs. 3 e 4 com Prancha 15, Figs. 1, 3 e 5). Com efeito, o aparelho terminal das gldndulas

"G2" tem uma estrutura porosa, constituida por um sistema de filamentos cuticulares.

A célula secretora proximal e a célula canalicular revelam uma constitui¢do
citoplasmatica que é semelhante nas gldndulas "G1" e "G2". Do mesmo modo, o canaliculo
apresenta uma similaridade estrutural nos dois grupos glandulares referidos. Assim, a
caracterizagdo das células secretora proximal e canalicular, bem como do canaliculo

respectivo serd efectuada comummente sem qualquer discriminagfo da categoria glandular.

Célula secretora proximal

Esta célula secretora constitui a parte medular das glandulas de tipo III, situando-se
entre as células secretora distal e canalicular.

O seu citoplasma caracteriza-se por apresentar um significativo numero de

mitocOndrias, de matriz electrodensa, em forma de bastonete ou arredondadas,
particularmente abundantes na regidio circundante ao espago peri-canalicular, e de
ribossomas, com uma distribui¢go dispersa (Prancha 15, Fig. 4). Para além disso, identificam-
se, entre outras estruturas, vesiculas com um contetdo claro, cujo cortex, por vezes, apresenta
uma acumulagdo de material electrodenso, dictiossomas, microtubulos e reticulo
endoplasmico rugoso.

Na regido apical, a membrana plasmatica da célula secretora proximal diferencia um
compacto e irregular sistema de microvilosidades, delimitando o espago peri-canalicular
(Prancha 15, Fig. 4). Este ¢ atravessado pelo canal colector (canaliculo). Da parede do canal
colector desenvolve-se um sistema de filamentos cuticulares, os quais preenchem
parcialmente o espago peri-canalicular (Prancha 15, Fig. 4). Em determinados casos,
observam-se pequenas vesiculas electrolicidas entre os filamentos cuticulares, no espago
peri-canalicular (Prancha 15, Fig. 6).

O nucleo da célula secretora proximal, localiza-se geralmente na regifio basal
citoplasmatica, e tem uma forma arredondada, de contorno, por vezes, irregular, com um

nucleoplasma electrodenso, rico em cromatina, dispersa.
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PRANCHA 15

"GLANDULAS COMUNS" DE TIPO III

Figs. 1- 6. Fotografias obtidas em M.E.T.

Fig. 1. Sec¢do obliquo-longitudinal de uma glandula "G2", na regido de transig¢do entre as células
secretoras distal (ISC) e proximal (INSC). Aparelho terminal (EA); canaliculo (CC) da
célula secretora proximal; microvilosidades (Mv); reservatorio extracelular (asterisco);
jungdo septada (Sj) entre as células secretoras distal e proximal; vesiculas (V) (8,700 x).

Fig. 2. Detalhe do citoplasma de uma célula secretora distal de uma glandula "G2", na regido
perinuclear. Observam-se ribossomas (cabeca de seta), distribuidos dispersamente pela
superficie citoplasmatica da célula e a nivel da superficie membranar externa das estruturas
vesiculares (V). Aparato de Golgi (G); espago perinuclear (asterisco); vesiculas
electrodensas (Gr); mitocondrias (M); nucleo da célula secretora. (N). (54,150 x).

Fig. 3. Secgdo obliquo-longitudinal de uma glandula "G2", na regido de transi¢do entre as células
secretora distal (ISC) e proximal (INSC). O aparelho terminal (EA) tem uma estrutura
reticulada (porosa), contrariamente a estrutura aparentemente compacta do canal colector (CC)
da célula secretora proximal. Mitocondrias (M); microvilosidades (Mv); reticulo endoplasmico
rugoso (RER); ribossomas (seta); jungdo septada (Sj); traqueia (Tr); vesicula de secrecdo
(SV). (29,450 x).

Fig. 4. Detalhe de uma regido citoplasmatica adjacente ao reservatdrio extracelular de uma célula
secretora proximal de uma glandula "G2". O citoplasma possui inimeras mitocondrias (M),
reticulo endoplasmico rugoso (RER), ribossomas (seta), vesiculas (V) de matriz clara e
aparato de Golgi (G). Filamentos cuticulares (CF); microvilosidades (Mv). Célula secretora
distal (ISC). (11,450 x).

Fig. 5. Detalhe de uma regido citoplasmatica adjacente ao reservatério extracelular de uma célula
secretora distal (ISC) de uma glandula "G2". Aparelho terminal (EA); célula secretora
proximal (INSC); microvilosidades (Mv); jungdo septada (Sj); vesiculas de secregdo (Sv).
(16,900 x).

Fig. 6. Detalhe do canal colector anexo a célula secretora proximal de uma glandula "G2".

Estrato epicuticular externo (cabega de seta); estrato epicuticular interno (seta).

Filamentos cuticulares (CF); microvilosidades (Mv); vesiculas (V). (29,450 x).
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Resultados Sist. Gland. Antenar versus Dimorf. Sexual de P. semipunctata

Canal colector
O canal colector (0.5-0.6um didmetro) possui uma parede de estrutura compacta,
constituida por dois estratos epicuticulares: um externo, relativamente fino (~0.02um de
espessura), electrodenso, que delimita directamente o proprio limen, e um interno, de maior

espessura (~0.1um espessura), mas menos electrodenso (Prancha 15, Fig. 6).

Célula canalicular

Esta célula possui uma configuragfio alongada e estreita. O seu nicleo caracteriza-se
por possuir um nucleoplasma electrodenso, com conspicuas condensagdes de cromatina. Em
determinados planos de seccionamento, o niicleo apresenta uma configuragio achatada. Esta
célula envolve a parte terminal do canal colector (canaliculo), prolongando-se até a regido
sub-cuticular antenar. Na regido basal, a célula canalicular aparece parcialmente envolvida
pela parte apical da célula secretora proximal, & semelhanga do que acontece com as unidades
glandulares da regifio glabra (Fig. IX).

O citoplasma deste tipo de célula caracteriza-se pela sua aparéncia clara, onde
predomina a presenca de microtubulos, tal como nas células homoélogas das unidades

glandulares anexas a regido glabra (Prancha 17, Fig. 4).

Canaliculo

O canaliculo que € envolvido pela célula canalicular ¢ formado essencialmente por
um estrato de epicuticula electrodensa, homogénea e compacta, em continuidade com a
estrutura canalicular associada a célula secretora proximal, 2 semelhanga do que se observa

nas glandulas de tipo III anexas a regifio glabra (Prancha 17, Fig. 4).

5.2.2.2. Glandulas anexas a regifio glabra

Glandula de tipo I

Este tipo de glandulas antenares anexas & regido glabra apresenta uma organizacfio e
constitui¢do citoplasmética e estrutural do aparato cuticular suprajacente ao reservatério
extracelular, semelhantes aos das gldndulas comuns de tipo I, anteriormente caracterizadas
(vd. 5.2.2.1.) (Fig. VIIL; cf. Prancha 13, Figs. 2 e 6 com Prancha 14, Fig.2).
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Glandula de tipo III

Os estudos ultrastruturais demonstram que, em alguns individuos (machos), as
células secretoras deste tipo de glndulas anexas a regifio glabra antenar, apresentam
determinadas caracteristicas citoplasmaticas ndo identificadas nas suas homélogas gldndulas

comuns, € que se passam a descrever.

Célula secretora distal

Este tipo de célula apresenta, a nivel citoplasmético, uma demarcada polaridade
citolégica. Com efeito, a regidio citoplasmética apical, circundante ao reservatério extracelular
e ao respectivo aparelho terminal, caracteriza-se por apresentar uma aglomeracéo de vesiculas
de secregdo, arredondadas ou ovéides (0.2-1pm didmetro), contendo material de tipo granular
ou floculento (Fig. IX; Prancha 16, Figs. 1 e 2).

Por sua vez, na regidio basal, o citoplasma da célula secretora evidencia um aspecto
granular, onde se destaca a presenga de ribossomas, mitocondrias, de matriz electrodensa,
dictiossomas, € reticulo endoplasmico rugoso (Fig. IX; Prancha 16, Fig. 2).

Contudo, em certos individuos, as células secretoras distais apresentam um
citoplasma cujo aspecto se pode considerar comparavel aquele que caracteriza as células
secretoras homdélogas das gldndulas "G3" (vd. 5.2.2.1.; cf. Prancha 15, Figs. 3 ¢ 4 com
Prancha 17, Fig. 3). o

A membrana plasmatica da célula secretora diferencia em torno do reservatério um
conjunto de microvilosidades de contorno irregular (Fig. IX; Prancha 16, Figs 1 ¢ 2).

O nucleo deste tipo de célula secretora localiza-se na regiio mediano-basal e
caracteriza-se pela sua forma arredondada, destacando-se um nucleoplasma electrodenso,
constituido por diversas e conspicuas condensagdes de cromatina (Fig. IX; Prancha 16, Fig.
2).

A membrana plasmatica apical da célula secretora distal estabelece, em determinadas
areas, jungdes septadas com a membrana da célula secretora proximal (Fig. IX; Prancha 16,
Fig. 2).
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Aparelho terminal

O aparelho cuticular terminal associado & célula secretora distal aparece inserido no
reservatorio extracelular, a nivel da regido apical da célula. A sua organizagio estrutural
assemelha-se aquela que caracteriza o aparelho terminal da célula secretora distal das
gldndulas "G2", com uma estrutura fibrilhar, de aparéncia esponjosa ou porosa (cf. Fig. IX
com Prancha 15, Fig. 5 e Prancha 16, Fig. 2).

Célula secretora proximal
A caracteristica mais peculiar das gléndulas de tipo III anexas  regidio glabra antenar

aparece associada a célula secretora proximal. Com efeito, em determinados casos, a
superficie citoplasmatica desta célula apresenta um notério desenvolvimento, com a presenga
de um elevado numero de formagdes electrolucidas (0.6-4um didmetro) (Fig. IX; Prancha 16,
Figs. 1-4).

A membrana plasmitica da célula secretora desenvolve numerosas microvilosidades,
invadindo o espago peri-canalicular, onde se insere o canal colector (Fig. IX; Prancha 16,
Figs. 1-4). Associadas ao sistema de microvilosidades, e numa regido circundante ao canal
colector, observa-se, por vezes, a presenca de vesiculas de pequena dimensdo (0.1-0.5um
didmetro) e conteudo claro (Fig. IX; Prancha 16, Figs. 2-4).

Para além das formagdes electrolicidas, identifica-se, ainda, no citoplasma destas
células secretoras, mitocondrias, inclusSes electrodensas, ribossomas, reticulo endoplasmico
rugoso e vesiculas de reticulo endoplasmico liso (Fig. IX; Prancha 16, Figs. 1 e 4; Prancha 17,
Fig. 1).

Nas regides basal e lateral interna, a membrana plasmética da célula secretora
apresenta um desenvolvido e labirintico sistema de invagina¢des, contiguas & ldmina basal,
com a presenga de mitocondrias, ribossomas, filamentos de reticulo endopldsmico rugoso, e
por vezes, gotas lipidicas (Fig. IX; Prancha 16, Figs. 3 e 4; Prancha 17, Fig. 1).

Contudo, contiguas a estas células, identificam-se células cujo citoplasma, em certas
regides, se caracteriza por apresentar um desenvolvido reticulo endoplasmico liso, em
associagio com um reticulo endopldsmico rugoso, além de ribossomas, mitocondrias e

inclusdes electrodensas (Prancha 17, Fig. 2).
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A célula secretora proximal possui um nucleo arredondado ou ovéide, rico em
cromatina, a nivel da regiio mediano-superior do citoplasma. Na regido perinuclear,
observam-se ribossomas, reticulo endoplasmico rugoso e estruturas de conteido electrodenso
(Fig. IX; Prancha 16, Figs. 1 ¢ 4; Prancha 17, Fig. 2).

Canal colector

Em relagdo ao aparato cuticular da célula secretora proximal, verifica-se que a sua
estrutura, compacta € aparentemente aporosa, se assemelha aquela que caracteriza o canal
colector das gldndulas comuns de tipo III (vd. 5.2.2.1.; Fig. IX; Cf. Prancha 15, Figs. 4 ¢ 6
com Prancha 16, Fig. 2).

Célula canalicular

Este tipo de célula apresenta uma constitui¢do citoplasmatica semelhante dquela da
sua homéloga das gldndulas comuns de tipo III (vd. 5.2.2.1.; Fig. IX). O segmento canalicular
adjacente, por seu lado, evidencia uma estrutura semelhante & do canal colector da célula

secretora proximal contigua (Fig. IX; Prancha 17, Fig. 4).
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PRANCHA 16

GLANDULAS DE TIPO 11l ANEXAS A REGIAO GLABRA

Figs. 1- 4. Fotografias obtidas em M.E.T.

Fig. 1.

Fig. 2.

Sec¢do obliquo-transversal da regifio glabra antenar. Panordmica do conjunto celular

glandular subjacente a regido glabra. Observam-se as células secretoras distal (ISC) e
proximal (INSC), numa fase, presumivelmente, de activa produgéo glandular. O
citoplasma da célula secretora proximal esta repleto de formagGes esféricas ou ovais
electrolucidas (LS). Na regifio sub-cuticular, identifica-se a presenga de um
aglomerado de canaliculos (D). Aparato terminal (EA); canal colector (CC); inclusdes
electrodensas (DI); microvilosidades (Mv); nicleo de uma célula secretora intercalar
(Ni); nucleo de uma célula canalicular (NC); superficie cuticular glabra (CU);
vesiculas de secregdo (SV). (4,200 x).
Detalhe de uma célula secretora distal, com intimeras vesiculas de secre¢io (SV), em
torno do aparato terminal (EA), e de uma célula secretora proximal (INSC). Na regido
apical, a membrana da célula secretora distal estabelece jungbes septadas (Sj) com a
membrana da célula secretora proximal. Canal colector (CC); filamentos cuticulares
(CF); formagdes electrolicidas (LS); mitocondrias (M); microvilosidades (Mv);
reticulo endoplasmico liso (SER); reticulo endoplasmico rugoso (RER); vesiculas (V).
(9,900 x).

Fig. 3. Seccdo transversal de células secretoras proximais, numa area préxima da ldmina basal

Fig. 4.

(BL). Observa-se um desenvolvido sistema de microvilosidades (Mv) delimitando o
espago "peri-canalicular" (PS). A membrana plasmica da célula secretora desenvolve
um extenso conjunto de invaginagdes basais (dupla cabega de seta), contiguas a lamina
basal (BL). Canal colector (CC); nucleo da célula secretora (Ni); vesicula (seta).
(3,800 x).

Secgdo transversal de uma célula secretora proximal. Observa-se um conjunto de
microvilosidades, em torno do canal colector (CC), assim como de vesiculas (V) de
conteudo claro, na regido peri-canalicular. Invaginagdes basais (dupla cabega de seta);
lamina basal (BL); nicleo (N) da célula secretora. (7,400x).
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Figura IX. Reconstrugdo esquematica de uma unidade glandular de tipo Ill anexa a regio glabra
antenar de P. semipunctata. BL, lamina basal; BMI, invaginagbes da membrana basal da célula
secretora intercalar, cabeca de seta, estrato epicuticular interno do canal colector; cc, canal colector;
CF, filamentos cuticulares; DC, célula canalicular; EA, aparelho terminal; DI, inclusées electrodensas;
G, aparato de Golgi; INSC, célula secretora proximal; ISC, célula secretora distal; LS, formacgdes
electrolucidas; M, mitocdndria; mt, microtdbulos; Mv, microvilosidades; N, nucleo da célula secretora;
Nc, nlcleo da célula canalicular; r, ribossomas; R, reservatério; RER, reticulo endoplasmico rugoso;
seta, estrato epicuticular externo do aparelho terminal; SER, reticulo endoplasmico liso; Sj, jungdes
septadas.
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PRANCHA 17

UNIDADES GLANDULARES DE TIPO III

Figs. 1- 4. Fotografias obtidas em M.E.T.

Fig. 1.

Fig. 2.

Fig. 3.

Sec¢do longitudinal a nivel da regido basal da célula secretora proximal. Detalhe do
citoplasma, com a presenca de reticulo endopldsmico liso (SER), ribossomas (seta) e
inclusées lipidicas (L). A membrana plasmatica da célula desenvolve, a nivel basal,
um conspicuo sistema de invaginagdes. Formagdes electrolucidas (LS); ldmina basal
(BL); microvilosidades (Mv); vesiculas (V). (9,880 x)

Secc¢do longitudinal de uma célula secretora proximal. Identifica-se a presenga de um
desenvolvido reticulo endoplasmico liso (SER). Na regido perinuclear, observa-se a
presenga de reticulo endoplasmico rugoso (RER), de ribossomas (seta), de
mitocondrias (M) e de inclusdes electrodensas (DI). O nucleo (N) da célula secretora
apresenta um nucleoplasma rico em cromatina. (16,350 x)

Sec¢do transversal de uma célula secretora distal de glandula anexa a regido glabra
antenar. Observa-se a semelhan¢a citoplasmatica existente entre esta célula e as
células secretoras homologas das gldndulas "G2". Aparelho terminal (EA);
mitocondrias (M); ntcleo (N); reservatério (EC); reticulo endioplasmico rugoso

(RER); ribossomas (seta); vesiculas de secre¢do (SV). (27,000 x)

Fig. 4. Secgdo obliquo-longitudinal de duas células canaliculares (DC). Observa-se a

presenca de microtubulos (cabega de seta) no seu citoplasma. Célula epidérmica (EC);

canaliculo (D); cuticula antenar (CU); mitocondria (M). (16,900).
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5.3. DISCUSSAO

O dimorfismo sexual antenar nos insectos aparece frequentemente relacionado com o
fenémeno de comunicag¢do quimica intraspecifica (ROSPARS, 1985; STEINBRECHT, 1987).

A existéncia de uma feromona produzida pelos machos de P. semipunctata foi uma
hipdtese inicialmente formulada por Marques (1996). O estudo agora empreendido conduziu &
identificagdo de um dimorfismo sexual antenar glandular favoravel ao relangamento daquela
hipétese. Um tipo de dimorfismo sexual antenar com caracteristicas similares aquele
identificado em Psylliiodes chrysocephala (Coleoptera: Chrysomelidae), o qual é suposto
estar relacionado com a produgdo e emissdo de uma feromona (BARTLET et al., 1994).

Com base nos resultados obtidos procede-se a uma anilise comparativa do sistema

glandular antenar de P. semipunctata tomando por referéncia a regido glabra.

5.3.1. GLANDULAS ANTENARES NAO ANEXAS A REGIAO GLABRA
Neste grupo incluem-se dois tipos glandulares: as glandulas de tipo I e as glandulas
de tipo III, segundo a classificacdo de Noirot & Quennedey (1974). A similitude ultrastrutural
dos tipos glandulares ndo anexos & regido glabra verificada em ambos os sexos de P.

semipunctata, levou a designa-las de gldndulas comuns.

O estudo levado a cabo sobre a morfologia e ultrastrutura deste conjunto de glindulas
antenares, evidencia as diferencas de constituigdo/organizacio celular e do sistema condutor
cuticular existentes entre as gldndulas de tipo I e as glandulas de tipo III.

Assim, as glandulas de tipo I s@io constituidas por uma célula secretora desprovida de
um canaliculo cuticular condutor da secre¢do. Ao invés, as glandulas de tipo III tém
associadas um canaliculo e uma constitui¢o tri-celular: duas células secretoras e uma célula
designada canalicular.

Relativamente a constituicdo citoplasmatica, € possivel observar algumas
particularidades caracterizantes das células secretoras e perspectiva-las do ponto de vista
funcional.
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5.3.1.1. Glandulas de tipo I
Citologia das células secretoras

As células secretoras que compdem este tipo de glandulas caracterizam-se, na maioria
dos casos, pela presenga no seu citoplasma de formagdes com uma estrutura similar aquela
identificada em formacdes de tipo lisossémico, assim como de gréos de glicogénio e vesiculas
de reticulo endoplasmico liso.

A presenga de formacgdes lisossomicas tem sido frequentemente observada em
células glandulares de insectos (QUENNEDEY & BROSSUT, 1975; SRENG, 1979; BITSCH, 1981).

A frequéncia e a estrutura de conteudo deste presumivel tipo de formagdes
citoplasméticas em P.semipunctata sugere que as mesmas possam ser produto da actividade
deste tipo de glandulas antenares. A sua frequente presen¢a na regido apical adjacente ao
reservatorio extracelular, leva a reforgar o sentido desta interpretagéo.

Uma situagio similar é também descrita por Billen (1991), relativamente a células
secretoras de glandulas exécrinas de formigas. Segundo este autor, a auséncia de demais
estruturas de secregdo no citoplasma das células secretoras e uma concomitante proximidade
ao sistema de microvilosidades que delimitam o reservatério extracelular, sdo factos que
sustentam a interpretagio de que este tipo de formagdes citoplasmaticas possam corresponder

a estruturas de armazenamento de material de secregéo.

Outra caracteristica citoplasmatica observada neste tipo de glandulas antenares, € a
acumulag@o de gréios de glicogénio, designadamente na regifo basal da célula secretora. Um
fenomeno frequentemente observado em células glandulares de insectos (BAZIRE-BENAZET &
ZYLBERBERG, 1979; JORGE ARAUJO et al, 1980; CAZALS & JUBERTHIE-JUPEAU, 1982;
THOMOPOULOS et al., 1989).

A sua presenca citoplasmatica adquire um significado funcional que se associa a
actividade glandular. Com efeito, o glicogénio constitui uma das fontes de energia utilizada
pelas células em periodos de manifesta actividade metabélica, como seja a biosintese,
transporte ou exocitose de material de secre¢@o (GLITHO & HUIGNARD, 1990). Deste modo, no
¢ de excluir que no caso das gldndulas comuns de tipo I de P. semipunctata a acumulagéo de
grios de glicogénio possa constituir uma reserva energética a que a célula pode recorrer no
quadro da sua actividade glandular.
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A presenca de estruturas vesiculares semelhantes a vesiculas de reticulo
endoplasmico liso, particularmente significativa na regido distal adjacente ao reservatorio
extracelular, constitui outra caracteristica citoplasmatica das gldndulas comuns de tipo 1.

Sabe-se que o reticulo endoplasmico liso é caracteristico de células cuja fungdo se
identifica com a sintese de material ndo proteico (EVANS, 1967; LOCKE, 1960; 1974; MARSHALL
et al. 1974; NOIROT & QUENNEDEY, 1974). Além disso, este tipo de reticulo endoplasmico pode
estar relacionado com a formag#o de vesiculas electrolicidas, contendo material de natureza
volatil (BENAZET & ZYLBERBERG, 1979). Ainda, nos insectos, as células que estdo envolvidas
exclusivamente na sintese de material lipidico caracterizam-se por apresentar um citoplasma
rico em reticulo endoplasmico liso (BODE, 1978).

Deste modo, é de admitir que as gldndulas comuns de tipo I possam, mercé da
presenca daquele tipo de estruturas vesiculares no seu citoplasma, sintetizar material de
natureza lipidica. O facto ainda de algumas dessas estruturas vesiculares se localizarem na
proximidade de dictiossomas, deixa pressupor que estes possam estar implicados na sua

formacéo.

Contudo, a presenca, de igual modo, de reticulo endoplasmico rugoso e ribossomas,
organitos relacionados com a sintese proteica, leva a admitir a possibilidade deste tipo de
gvlé.ndulas antenares poder estar também envolvida na sintese de material proteico.

Neste sentido, parece possivel admitir-se que a secre¢do das gldndulas comuns de
tipo I possa compreender duas frac¢des quimicamente diferenciadas: (i) lipidica; e (ii)
proteica. A preponderincia, no entanto, de elementos citolégicos relacionados com a sintese
de material ndo proteico, sugere que a fraccdo lipidica possa constituir a componente

secretora predominante.

As sensilas antenares mecanorreceptoras (sensilas caéticas e tricéides), com uma
base de inser¢do de tipo articulado, aparecem associadas habitualmente a uma ou mais
aberturas cuticulares correspondentes a este tipo glandular. E assim possivel que as gldndulas
comuns de tipo I associadas as sensilas caéticas e tricides antenares contribuam para
assegurar as condi¢des de funcionalidade (flexibilidade e elasticidade) da sua estrutura
cuticular. Confirmando-se a hipétese da presenca de uma componente glicolipidica ou mesmo
glicoproteica na secre¢do deste tipo de glandulas, pressuposto que implicaria a incluséo de

substincias mucoides na sua composigio, caracterizadas pelas suas propriedades visco-
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elasticas e lubrificantes (COMPER & LAURENT, 1978), tal interpretagdo funcional obteria uma
fundamentacdo acrescida.

A presenca de uma componente lipidica na secre¢éio poderia actuar, numa outra
perspectiva, como um meio isolante & dissecacido da regido articular sensilar, contribuindo
assim para preservar as condigdes de funcionalidade mecano-sensorial das sensilas caéticas e

tricOides antenares.

Dos diversos estudos realizados sobre glandulas antenares de insectos (DYER &
SEABROOK, 1975; De MARZO & VIT, 1983; DAHMS, 1984; BIN & VINSON, 1986; CAVE & GAYLOR,
1987; BIN et al., 1989; BARTLET et al.., 1994; ISIDORO et al., 1996), sf0 escassos OS €asos que
referem a ocorréncia de estruturas glandulares associadas a sensilas. No entanto, Bin et al.
(1989) destacam, em Trissolcus basalis (Hymenoptera:Scelionidae): (i) as gldndulas dorsais
(dorsal glands) associadas as sensilas campaniformes (campaniformia sensilla), de fungéo
mecanorreceptora, identificadas em ambos os sexos; (ii) as glandulas anexas as sensilas de
tipo coelocénico (papilary sensilla), de fungio quimiorreceptora, identificadas em fémeas; e
(iii) as glandulas ventrais (ventral glands), identificadas em machos.

Exceptuando as gléndulas associadas as sensilas de tipo coelocénico, cuja fungdo
permanece desconhecida, as demais glandulas parecem estar relacionadas com o
comportamento sexual de 7. basalis (BIN & VINSON, 1986).

Também nos cerambicideos Monochamus notatus e M. scutellatus, foram
identificadas glandulas dérmicas associadas a sensilas antenares (DYER & SEABROOK, 1975).
Segundo estes autores, tratam-se de glandulas cuja actividade podera estar relacionada com o
comportamento de acasalamento daquelas espécies.

A ocorréncia em ambos os sexos acrescida da auséncia de um dimorfismo sexual
citoplasmatico e estrutural, conferem consisténcia a hipétese de considerar as glandulas
comuns de tipo I de P. semipunctata ndo relacionadas com a produgéo de uma feromona
sexual.

Sistema cuticular

Para além da componente citoplasmatica, importa realgar a organizac#o estrutural da
superficie cuticular suprajacente as células glandulares de tipo L
Nos insectos, a superficie cuticular associada a este tipo de glandulas caracteriza-se

por apresentar uma organizagio estrutural funcionalmente adaptada e especializada no
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transporte e emissdo da secregio glandular. Uma estrutura que pode envolver a presenga de
canais porosos (pore-canals) e/ou filamentos epicuticulares (NOIROT & QUENNEDEY. 1974.
QUENNEDEY, 1978).

O desenvolvimento de poros e canais porosos, através da superficie cuticular, tem
sido identificado em diferentes categorias funcionais de glandulas de tipo I (QUENNEDEY,
1971; FOLDI, 1978; 1981; SRENG & SRENG, 1988; BILLEN, 1991; SCHONITZER et al., 1996). Também
a presenga de filamentos epicuticulares associados ao sistema de canais porosos, constitui
outra das caracteristicas identificadas neste tipo de gldndulas.

Conforme proposi¢do de diversos autores, os filamentos cuticulares associados a
tegumentos glandulares, como por exemplo, os pore-canals, constituem estruturas de
transporte de substincias de secregdo através da propria cuticula (LOCKE, 1960; NOIROT &
NOIROT-TIMOTHEE, 1969; DELACHAMBRE, 1971; ZACHARUK, 1972; PERCY, 1974), onde se
destacam as substincias de natureza lipidica (LOCKE, 1960, 1961; DELACHAMBRE, 1971;
QUENNEDEY, 1971; ZACHARUCK, 1972; MARSHALL et al., 1974; PERCY, 1974).

No entanto, em certos casos, a superficie cuticular apresenta uma configuragio ¢
organizagio mais simplificadas, com uma notdria redugdio da sua espessura. No entanto,
independentemente do tipo de organizag@io estrutural, o objectivo funcional destas
modificagbes parece ser comum: permitir a difusdo do material de secreg¢io entre o

reservatorio extracelular e o exterior (QUENNEDEY, 1978).

Em P. semipunctata, a cuticula suprajacente ao reservatorio extracelular das
gldndulas de tipo I apresenta uma organizago estrutural cujo significado parece obedecer ao
mesmo pressuposto funcional. A sua estrutura interna revela uma organizagdo de tipo lacunar
e filamentoso, constituida, inferiormente, por projec¢des tubulares e filamentares de
endocuticula e, superiormente, por um fino e poroso estrato epicuticular. Um modelo
estrutural que se aproxima daquele descrito para as gldndulas serosas (glandulas estigmaticas
e peristigmaticas), em coccideos (Homopteros) (FOLDI, 1981). Nestas gldndulas, a superficie
cuticular apresenta, de igual modo, uma estrutura elaborada, com uma endocuticula,
constituida por filamentos tubulares, e uma exocuticula formando um complexo sistema

lacunar, cuja epicuticula é identificada como um fino e poroso estrato.
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5.3.1.2. Glandulas de tipo II1

Citologia das células secretoras

Uma andlise comparativa revela que, as gldndulas comuns de tipo III possuem uma
organizacdio e estrutura comparaveis aquelas das: (i) gldndulas de tipo B, identificadas em
Tenebrio molitor (DELACHAMBRE, 1973); (ii) glandulas antenares dérmicas, de M. notatus e
M. scutellatus (DYER & SEABROOK, 1975) e de Diabrotica virgifera viirgifera (NEWMAN et al.,
1993), e (iii) glandulas antenares "comuns" de Psylliodes chrysocephala (BARTLET et al., 1994).

Para além de uma organizagdo celular e estrutural distinta, as gldndulas comuns de
tipo III apresentam, em relago as gldndulas de tipo I, algumas diferencas citolégicas.

A diversidade, quer citoplasmatica da célula secretora distal, quer estrutural do
aparelho terminal, que caracteriza as gldndulas comuns de tipo III estad na base de uma
sistematizag@o glandular: (i) as gldndulas "G1", e (ii) as gldndulas "G2" .

Assim, a célula secretora distal das gldndulas "G1" é caracterizada por possuir uma
matriz citoplasmatica geralmente electrodensa, com vesiculas de secrecdo de contetudo
também electrodenso e aparentemente homogéneo, um reticulo endopldsmico rugoso e
dictiossomas desenvolvidos. Por outro lado, a membrana plasmatica da célula desenvolve um
sistema compacto e irregular de microvilosidades que delimitam o reservatorio extracelular.

A célula secretora distal das gldndulas "G2", por seu lado, tem como principal
caracteristica citoplasmatica o tipo de vesiculas de secregéio, de conteido heterogéneo e
densidade variavel. O reservatdrio extracelular € o sistema de microvilosidades circundantes
caracterizam-se, por sua vez, € em regra, pelo seu maior grau de desenvolvimento
comparativamente ao observado no caso das gldndulas "G1".

Alguns fenémenos identificados a nivel do citoplasma da célula secretora distal de
algumas gldndulas "G2", suscitam uma interpretacio 'quanto ao respectivo significado. Por
exemplo, a presenc¢a de um elevado numero de formagdes vesiculares de contetido floculento,
em cuja superficie membranar externa se distribuem, de forma dispersa, ribossomas, coloca a
possibilidade de se tratarem de vesiculas de reticulo endopléasmico rugoso. Por outro lado, o
espaco perinuclear aparece, nestes casos, com um desenvolvimento atipico.

Sabe-se que a dilatagdo do reticulo endopldsmico rugoso € a sua aparente
"desgranulag@o”, bem como a dilatagdio do espago perinuclear, sdo aspectos identificados
como artefactos em resultado da ocorréncia de um fenémeno de turgescéncia celular, durante

o processo de fixagdo. Para o efeito, o estado fisiologico da propria célula constitui um factoq Ex,

determinante (DAILEY ez al,, 1980; GHADIALLY, 1988). N3
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E possivel que, atendendo a sua similitude, os fenémenos observados em P.
semipunctata possam, de igual modo, constituir um artefacto estrutural decorrente da propria
fixacdio quimica do material, j4 que também a sua observagio ndo representa um fenémeno
generalizado.

O facto da célula secretora distal se caracterizar em ambas as categorias glandulares
pela presenca de reticulo endoplasmico rugoso, ribossomas, dictiossomas e vesiculas de
conteudo geralmente electrodenso, leva a considerar a presenca de uma importante frac¢do de

material proteico na sua producio glandular.

Por sua vez, a célula secretora proximal apresenta uma similaridade citoplasmatica
para as duas categorias glandulares estabelecidas, "GI"” e "G2". Este facto permite pensar
numa similaridade funcional deste tipo de célula secretora independentemente da categoria
glandular a que pertenca, sendo provavelmente complementar da fung@io correspondente &
célula secretora adjacente (distal).

Uma interpretagio postulada para glandulas com uma organizagéo celular similar &
daquelas. Por exemplo, em glandulas constituidas por duas células secretoras, admite-se que o
produto de secrecdo da célula secretora proximal possa actuar enzimaticamente sobre o
material de secregdo da célula secretora distal, no lumen canalicular (HAPP, 1968; STADDON,
1979). Uma hip6tese em aberto no caso de P. semipunctata, tanto mais que a ocorréncia de
reticulo endoplasmico rugoso no citoplasma da célula proximal indicia a possibilidade desta

célula sintetizar material proteico.

A auséncia de um dimorfismo sexual ultrastrutural parece afastar a hipétese das
glandulas comuns de tipo IIl se relacionarem com produgéo de uma feromona sexual.

O padrdo de distribui¢io dispersivo e a presumivel predominéncia proteica da sua
secregdo, tendo em conta as caracteristicas citoplasmaticas das células secretoras, s&o
indicadores que contribuem para que possa ser atribuida as gldndulas comuns de tipo IIl uma
fungdo relacionada com a protecgio ou o revestimento da superficie cuticular antenar, a
semelhan¢a de outras gliandulas com um perfil citologico e uma distribui¢éo similares, mas
identificadas em diferentes espécies de coledpteros (PLUOT-SIGWALT, 1988).

Contudo, outras fun¢des poderfio ser analisadas. Assim, tal como as gldndulas
comuns de P. chrysocephala, as gldndulas "G1" de P. semipunctata, cuja citologia ¢ similar a

daquelas, poderdo produzir substincias de acgfio anti-fingica, protectoras da superficie
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cuticular (BUTT er al, 1992) ou, inclusive, substincias enzimaticas que actuariam,
externamente, sobre determinadas moléculas, por exemplo, feromonas (TAYLOR et al. 1981:
VOGT & RIDDIFORD, 1981; VOGT, 1987; PRESTWICH, 1987) ou volateis de plantas hospedeiras
(DICKENS et al, 1992). Neste caso, 0 seu objectivo, consistiria em evitar uma adsorgdo
cumulativa de moléculas, a nivel dos poros cuticulares das sensilas olfactivas que pudesse

condicionar a sua capacidade quimiorreceptora.

Aparelho canalicular

A diferenciagdo estrutural que pafece caracterizar os aparelhos terminais das
gldndulas "G1" e¢ "G2", acaba por consubstanciar a ideia de que se tratam de categorias
glandulares diferenciadas. Com efeito, contrariamente & estrutura bolbosa e reticulada do
aparetho terminal das gldndulas "G2", o aparelho terminal das gldndulas "G1" caracteriza-se
por apresentar uma estrutura fenestrada de tipo canalicular.

Esta diferenga de estrutura do aparelho terminal, funcionalmente relacionado com a
difusdo de moléculas de secregdo entre o reservatdrio extracelular e o limen canalicular,
podendo ainda funcionar como crivo selectivo e uma barreira estrutural a eventuais refluxos

de secregdo, pode fazer-se corresponder a uma produgdo quimicamente diversa das gldndulas
"GI " e "Gz ".

Todavia, o canal colector associado a célula secretora proximal apresenta uma
estrutura similar nas duas categorias glandulares, ou seja, compacta e aparentemente aporosa.
Tal facto em conjugac¢io com a similaridade citologica entre si observada, permite considerar
a hipétese deste tipo de célula secretora ter uma produgdo quimicamente similar nas duas
categorias glandulares.

Contudo, parece ser pouco plausivel pensar que o canal colector possa ser totalmente
estanque a difusdo de material de secregdio produzido da célula secretora proximal, pese
embora a sua aparente aporosidade. Isto faz supor que o tipo (estrutura e dimensdo) de
moléculas produzidas pela célula secretora proximal possam ser distintas daquelas que
constituem a secre¢iio da célula secretora distal, moléculas, porventura, de menor dimenséo e
estrutura mais simples, eventualmente de maior solubilidade jé que, contrariamente ao canal
colector, o aparelho terminal apresenta uma parede cuticular visivelmente perfurada.

Por outro lado, a presenca de um sistema de filamentos cuticulares associados ao

canal colector podera ter um significado estrutural funcional, designadamente relacionado
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com o mecanismo de transporte de substincias entre o espago peri-canalicular e o lumen
canalicular, a semelhanga do que é sugerido para os filamentos cuticulares associados aos
pore-canals das gldndulas de tipo 1.

A este proposito, sdo também varios os exemplos de gldndulas de tipo III, tais como:
(i) as glandulas defensivas, de Eleodes longicollis (EISNER et al., 1964); (ii) as glandulas tergais,
de Dacus tryoni (EVANS, 1967); (iii) as glandulas dérmicas, de Tenebrio molitor
(DELACHAMBRE, 1973); (iv) as glandulas defensivas, de Ocypus olens (ARAUJO, 1978), e (V) as
glandulas comuns antenares, de P. chrysocephala (BARTLET ez al., 1994), cujo canaliculo surge

rodeado por um sistema de filamentos cuticulares, com uma funcéo de transporte,.

Em suma, os dados obtidos sobre a estrutura canalicular das gldndulas comuns de
tipo 111 de P. semipunctata apontam para que, o aparelho terminal associado a célula secretora

distal constitua, pela sua aparente diversidade estrutural, um caractere sistematico glandular.

5.3.2. GLANDULAS ANTENARES ANEXAS A REGIAO GLABRA

O estudo ultrastrutural demonstra o caracter glandular dos poros cuticulares da regido
glabra antenar de P. semipunctata, com a presenca de gldndulas dos tipos 1 e IlI.

Uma andlise citolégica comparativa opondo as gliandulas da regido glabra as
glandulas comuns, evidencia algumas particularidades inerentes as gldndulas de tipo III
anexas a regifo glabra antenar. A questio que importa entéio analisar é se o facto contera um
significado funcional especifico de caracter sexual, nomeadamente relacionado com a
producgdo de uma feromona sexual.

Adoptou-se como método de abordagem a questdio efectuar, numa primeira fase, uma
andlise comparativa de enquadramento funcional das caracteristicas citologicas das glandulas
anexas a regido glabra tendo em linha de conta a informagdio compilada sobre as
caracteristicas ultrastruturais de glandulas produtoras de feromonas nos insectos, para, numa
segunda fase, perspectivar a questio no quadro das relagGes intraspeéiﬁcas de P.

Semipunctata.
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5.3.2.1. Glandulas de tipo I

Citologia das células secretoras

Este tipo glandular revela uma identidade citologica similar a das gldndulas comuns
de tipo I. Uma similaridade que faz admitir uma correspondente similitude funcional entre o

mesmo tipo de gldndulas anexas a regido glabra e as glandulas comuns.

5.3.2.2. Glandulas de tipo II1

Citologia das células secretoras

As particularidades citolégicas das células secretoras correspondentes a este tipo
glandular nfio comportam um caracter sistematico e generalizado, pois que a sua identificagéo
se revelou circunscrita apenas a alguns dos machos observados. Esta éonstatacﬁo torna-se
tanto mais relevante, quanto o facto poder indiciar a sua associag@o a um fenémeno glandular
restrito no tempo.

O estado fisiolégico ou de maturagio sexual dos individuos podera ser, na
circunstincia, determinante quanto ao fenémeno de ocorréncia de tais particularidades
citologicas. Com efeito, o perfil citolégico apresentado pelas células secretoras das glandulas
anexas & regido glabra €, em determinados individuos, comparavel aquele que caracteriza as
células secretoras das gldndulas "G2". J4, em outros individuos, porém, as células secretoras
exibem uma constitui¢fo citoplasmatica diferenciada e sexualmente especifica.

Nestes casos, a célula secretora distal apresenta uma polaridade citoldgica tipica de
uma célula em fase de activa producdio e acumulagfo glandular, com a regido apical, contigua
ao aparelho terminal, concentrando um conjunto de vesiculas de secregéo, enquanto a regido
citoplasmatica basal se caracteriza pela presenga de ribossomas e reticulo endoplésmico
rugoso. Caracteristicas estas também observadas em diversos tipos glandulares de insectos,

como, por exemplo, glandulas produtoras de feromonas e gldndulas defensivas (EISNER et al.,
1964; CROSSLEY & WATERHOUSE, 1969; HALLBERG & LOFQVIST, 1981; BILLEN, 1986; LIANG &
SCHAL, 1993).

A célula secretora proximal, por seu lado, apresenta, como caracteristica
citoplasmatica dominante, a presenga de conspicuas formagdes electroliicidas, ocupando, em
grande parte, a quase totalidade do citoplasma, dai decorrendo um visivel aumento da sua

superficie.
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A par disso, a respectiva membrana plasmatica desenvolve, apicalmente, um sistema
de microvilosidades, marginando o espago peri-canalicular, e, basalmente, um conjunto de
invaginagdes, contiguas & lamina basal, aspectos que parecem indiciar uma fase de grande
actividade glandular.

O caracter electroliicido e homogéneo das formagdes citoplasmaticas identificadas.
com o aparente desprovimento de uma estrutura membranar delimitante, faz sugerir a
possibilidade de corresponderem a formagdes de contetdo lipidico.

Esta interpretagdo parece ganhar alguma consisténcia considerando a existéncia,
entretanto, de células cujo citoplasma se caracteriza por apresentar um desenvolvido reticulo
endoplasmico liso, nomeadamente nas regifes perinuclear e mediana do citoplasma. Uma
caracteristica que € particularmente atribuida a células relacionadas tipicamente com a sintese
de esterdides ou lipidos (MERCER & BRUNET, 1959; SMITH, 1968; LOCKE, 1969; PERCY &
WEATHERSTON, 1974).

A variabilidade citoplasmatica testemunhada pode configurar uma situagdo
correspondente a células secretoras homologas em estados diferenciados de actividade
glandular. E possivel estabelecer entio um quadro de interpretagiio da actividade glandular,
onde a sua ciclicidade pode determinar a dindmica das caracteristicas citoplasmaticas das
células secretoras. Um quadro onde pode incluir-se uma eventual correlagdo envolvendo o
numero de formagdes electrolicidas e a abundancia de reticulo endopldsmico liso no
citoplasma da célula secretora proximal das glandulas de tipo III d4 regifio glabra.

Com efeito, nos casos em que se observa um desenvolvido reticulo endopléasmico liso
verifica-se a auséncia de inclusdes electrohicidas, em contraste com as situagdes em que o
predominio deste tipo de formagdes citoplasmaticas se faz acompanhar por uma quase
auséncia de reticulo endoplasmico liso. Uma correlagdo que torna implicito o envolvimento
do reticulo endoplasmico liso na formagfo daquele tipo de incluses electrolucidas.

E oportuno realgar que o reticulo endoplasmico liso pode estar associado & produgsio
de vesiculas de secrecdo de conteido claro, facto, por exemplo, observado em células

glandulares de insectos envolvidas na sintese de feromonas sexuais (SMITH, 1968; LALANNE-
CASSOU et al, 1971; QUENNEDEY, 1971; NOIROT & QUENNEDEY, 1974; PERCY &
WEATHERSTONE, 1974; PERCY-CUNNINGHAM & Mac DONALD, 1987; BILLEN, 1991).

Assim sendo, a primeira situagdio citologica anteriormente descrita poder-se-ia
identificar com uma fase inicial do ciclo de actividade glandular da célula secretora, enquanto

a segunda situagdo traduziria uma fase ulterior, de armazenamento e excrecdo glandular. O
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facto das células secretoras apresentarem, neste ultimo caso, um desenvolvido sistema de
microvilosidades, circundando o reservatorio extracelular, e de vesiculas de contetdo claro,
na regido vizinha ao reservatorio extracelular e canal colector, sdo fenémenos que denunciam
uma fase correspondente & excreg¢do glandular, corroborando entio tal interpretagdo. A
correlagdo estrutural formulada permite, deste modo, conferir significado & inferéncia lipidica

atribuida as inclusdes electrolicidas.

Sabe-se que os lipidos constituem, em muitos casos, a componente principal das
feromonas sexuais dos insectos, com as respectivas células secretoras caracterizando-se, na
circunstancia, por apresentar, no citoplasma, um nimero significativo de inclusdes lipidicas,
de aspecto claro (STEIN, 1969; QUENNEDEY, 1971; PERCY, 1974; LALANNE-CASSOU et al., 1977).
Dai que, uma vez repletas deste tipo de inclusdes (lipidicas), estas células aparentam, quando
observadas ao microscopio, possuir um citoplasma de aspecto "vacuolizado”, tal como se
fazem sugerir as células secretoras proximais caracterizadas por inclusdes citoplasmaticas
electrolucidas em P. semipunctata. ‘

Exemplos de células secretoras caracterizadas pela presenca de numerosas formagdes
electrolicidas s3o aquelas de glandulas implicadas na produgio de uma feromona sexual, tais
como, as glandulas tergais "G2", identificadas em machos de Blattella germanica
(Dictyoptera: Blattellidae), as glandulas esternais, identificadas em machos de Nauphoeta
cinerea (Dictyoptera) e em algumas espécies da sub-familia Oxyhaloinae (Dictyoptera)
(SRENG 1979; 1984; 1985). Também em Trichoplusia ni (Lepidoptera: Noctuidae) (PERCY, 1979)
e Carpophilus freemani (Coleoptera: Nitidulidae) (NARDI ez al,, 1996) foram identificadas em
células glandulares produtoras, respectivamente de uma feromona sexual e de agregacéo,
formagdes esféricas electrolicidas de tipo lipidico, com as quais as inclusdes identificadas em

P. semipunctata revelam uma configuracdo comparavel.

A presenga de reticulo endoplasmico rugoso e ribossomas no citoplasma da célula
secretora distal das glandulas anexas a regifio glabra leva a indiciar a ocorréncia de uma
sintese proteica, como, de resto, a propria natureza electrodensa das vesiculas de secre¢do
sugerem.

Assim, este tipo de unidades glandulares anexas a regido glabra antenar de P.
semipunctata poderdo produzir, em determinadas circunstincias, uma secre¢do de natureza

lipoproteica, ndo se excluindo a possibilidade de existéncia de uma componente de natureza
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volatil. Com efeito, a presenca de formagdes citoplasmaticas electrolicidas é uma
caracteristica que aparece nos insectos associada também a células secretoras de compostos
volateis (STADDON & THORNE, 1975; SCHOFIELD & UPTON; 1978; SRENG, 1985; 1993; LANE &
SOUZA BERNARDES 1990).

Neste contexto, o dimorfismo sexual definido pelas caracteristicas citologicas das
células secretoras das gldndulas de tipo III anexas a regido glabra leva a formular a hipotese
de produgg@io de uma feromona. O facto da regido de localizagdo das aberturas glandulares
corresponder a uma area glabra, constituinte de um dimorfismo sexual, leva a admitir também
a hipdtese, neste quadro interpretativo, de se tratar de um requisito funcional especifico.

Na verdade, este tipo de modificagdes estruturais da superficie antenar, quando
conssociadas a uma matriz glandular, adquirem um significado de caracter funcional
especializado, ou seja, relacionado com o fenémeno de emissdo e difusdo de uma feromona
sexual (BIN & VINSON, 1986; NEWMAN et al., 1993; BARTLET et al, 1994; ISIDORO & BIN, 1995;
ISIDORO et al., 1996).

E possivel, entdo, que a regifio glabra antenar de P. semipunctata, possa constituir
uma 4rea estruturalmente adaptada a emissdo e difusdo de uma substincia glandular com
determinadas caracteristicas quimicas, possivelmente lipoproteica, tendo em conta a citologia
das células secretoras anexas.

Neste quadro, é também de admitir que a secregdo produzida pelas gldndulas de tipo
I anexas a regido glabra possa constituir um substrato epicuticular favoravel a difuséo ou
retencdo molecular do material sintetizado pelas glandulas de tipo III.

Tendo por base, as caracteristicas ultrastruturais glandulares da regido glabra antenar,
importaria entfio equacionar a hipétese de producio de uma feromona no contexto das

relagGes intraspecificas de P. semipunctata.

5.3.3. O DIMORFISMO SEXUAL GLANDULAR ANTENAR NO CONTEXTO DAS
RELACOES INTRASPECIFICAS DE P. semipunctata
Estudos realizados sobre o comportamento de acasalamento de P. semipunctata

convergem no sentido de admitir a auséncia de uma feromona sexual de atrac¢do a distancia
(HANKS et al., 1996; MARQUES, 1996).
O fenémeno de agregacio de conspecificos, nesta espécie, parece derivar do processo

de atrac¢fio primaria desencadeado por compostos volateis da arvore-hospedeira. Tal como
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em algumas espécies de cerambicideos, o fenomeno de localizagdo do hospedeiro em P.
semipunctata parece constituir-se no mecanismo precursor da agregacdo de conspecifcos.
Alguns autores consideram que a auséncia de uma feromona sexual de atracgéo a distdncia €,
nestas circunstincias, substituida pelo poder atractivo dos volateis emitidos pelo hospedeiro
(YAMANE & ASADA, 1977; DYER & SEABROOK, 1978; IWABUCHI, 1982; WANG er al., 1990).

Se € possivel justificar, de algum modo, a auséncia de uma feromona sexual de
atracgdo a distdncia em P. semipunctata, tal interpretacdo ndo deve, no entanto, excluir a
possibilidade de existéncia de uma feromona de contacto. Hanks et al. (1996) referem o papel
funcional (sensorial) das antenas de P. semipunctata no dmbito do processo de pesquisa e
localizagdo de conspecificos, tal como acontece em outros cerambicideos (DUFFY, 1953;
LINSLEY, 1961).

Contudo, os dados actualmente disponiveis sobre o comportamento de acasalamento
de P. semipunctata nio permitem estabelecer conclusdes definidoras quanto a existéncia
efectiva de uma feromona sexual epicuticular. Com efeito, os diversos ensaios
comportamentais realizados nesse sentido ndo sdo indiciadores da ocorréncia de um fenémeno
de reconhecimento sexual por via de contacto (MARQUES, 1996).

Exemplos de dimorfismo sexual antenar de tipo glabro, com uma matriz glandular
sexualmente dimorfica, sdo referidos por diversos autores (BIN & VINSON, 1986; BIN er al., 1989;
TZU-YN LI et al., 1989; BARTLET er al., 1994). O seu enquadramento funcional prende-se com a
produgdo/emissdo de uma feromona, na fase de actividade sexual. Bartlet er al. (1994)
admitem que em P. chrysocephala (Coleoptera: Chrysomelidae) as glandulas anexas a regiéo
glabra antenar poderdo estar envolvidas na produgdo de uma feromona sexual afrodisiaca ou
imobilizadora (arrestant).

Nalguns destes casos, € assinalada uma interacg@o sexual antenar (antennal fencing)
(BIN & VINSON, 1986) ou uma notdria actividade antenar do macho (BARTLET e al., 1994),
comportamentos que poderio relacionar-se, segundo estes autores, com a quimiorrecep¢do ou
difusdo feromonal.

A semelhanca dos casos existentes, a identificagio de um dimorfismo sexual
glandular associado a regido glabra antenar em P. semipunctata coloca em perspectiva a
possibilidade de existéncia de uma feromona antenar masculina. Uma feromona que ndo sera,
por certo, de reconhecimento sexual, de acordo com as investigagdes comportamentais, mas
possivelmente afrodisiaca ou de efeito imobilizador, tal como é sugerido para o caso de P.

chrysocephala (BARTLET et al., 1994), agindo, desse modo, a curta distidncia e/ou por contacto.
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Neste sentido, ndo devera ser excluida a possibilidade de uma interac¢io sexual
antenar no contexto da actividade de acasalamento. Marques (1996), no entanto, ndo alude
explicitamente, no seu trabalho, a este tipo de comportamento. Uma questiio que mereceria,
por isso, ser investigada de molde a estabelecer-se uma interpretag&o mais conclusiva sobre o
tipo e significado funcional da secre¢do produzida pelas gldndulas de tipo III anexas a regido

glabra antenar dos machos.

Em contrapartida, um fenémeno comportamental observado durante a actividade
sexual de P. semipunctata diz respeito ao tacteamento, com os palpos maxilares e labiais, do
protorax da fémea pelo macho (MARQUES, 1992). Um comportamento que suscitou algumas
interpretagSes e questdes a proposito do seu significado, nomeadamente quanto ao facto do
fenémeno poder corresponder & quimiorrecepgéo de uma feromona epicuticular protoraxica.

Com o objectivo de contribuir para uma compreensio do fenémeno observado,
entendeu-se avaliar a hipétese formulada sob o ponto de vista morfoldgico e ultrastrutural,
através de um estudo comparativo do protorax e dos palpos maxilares e labiais de P.
semipunctata, como base morfoldgica de apoio a hipdtese que procura relacionar o facto

observado com o fenémeno de comunicagfio quimica intraspecifica.
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6. SISTEMA GLANDULAR PROTORAXICO versus SISTEMA
QUIMIORRECEPTOR DOS PALPOS MAXILARES E LABIAIS
DE P. semipunctata

6.1. INTRODUCAO

O estudo comportamental das relages intraspecificas de P. semipunctata colocou em
aberto a possibilidade da presenca de uma feromona epicuticular a nivel do protorax da fémea
susceptivel de influenciar o comportamento sexual do macho (MARQUES, 1992).

Para a formulagfo de tal hipétese contribuiu 0 comportamento do macho, durante a
fase de acasalamento e copula, através do tacteamento, via palpos maxilares e labiais, do
protorax da fémea (MARQUES, 1992). Este facto fazia sugerir a existéncia de um mecanismo de
quimiorrecep¢éo, no contexto da comunicagéo quimica intraspecifica de P. semipunctata.

Uma perspectiva que, tendo em conta o tipo de inter-relagdo sexual em questdo,
determinaria um principio funcional interactivo entre o protorax (fémea) e os palpos
maxilares e labiais (macho), consubstanciado num duplo requisito estrutural: (i) uma
especializagdo glandular da regido protordxica, associada & sintese e emissdo de uma
feromona; e (ii) uma especializagfio sensorial dos palpos maxilares e labiais, relacionada com

a quimiorrecepgdo intraspecifica.

Diversos autores tém referido que o comportamento de acasalamento em algumas
espécies de cerambicideos, tais como: Megacyllene robiniae (GALFORD, 1977), Acalolepta
luxuriosa (KUBOKI et al., 1985), X. pyrrhoderus (IWABUCHI, 1985), M. alternatus (FAUZIAH et al.,
1987), Saperda carcharias (BIANCHI et al., 1988), Paraglenea fortunei (WANG et al, 1991),
Semanotus japonicus (FAUZIAH et al., 1992; KIM er al, 1992), Migdolus fryanus (BENTO et al.,
1992), P. hilaris (FUKAYA & HONDA, 1992), H. bajulus (FETTKOTHER et al., 1995) tem por base
uma mediac¢io quimica (feromona).

Por exemplo, em X. pyrrhoderus (IWABUCHI, 1985), P. fortunei (WANG et al, 1991) €
M. alternatus (FAUZIAH et al., 1987), as fémeas s3o responsaveis pela producéo e emissdo de
uma feromona, de mediag¢do a curta distdncia, estimulante da actividade sexual do macho
(GALFORD, 1977; 1980; AKUTSU & KUBOKI, 1983; IWABUCH]I, 1982; 1985; BIANCHI et al., 1988).
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Contudo, em termos morfolégicos e ultrastruturais, sio escassos os trabalhos
referentes ao estudo e caracterizagdo de gldndulas produtoras de feromonas em
cerambicideos. Encontram-se, no entanto, algumas referéncias relativas a localizagéo deste
tipo funcional de glandulas. Mencione-se, por exemplo, os casos de H. bajulus, cujo protorax,
nos machos, ¢ identificado como a area de localizagio de unidades glandulares responsaveis
pela produgio de uma feromona sexual de atrac¢do a longa distdncia (FETTKOTHER et al., 1995;
NOLDT et al., 1995), e de A. luxuriosa, na qual as glandulas associadas & producdo de uma
feromona sexual, em fémeas, apresentam uma distribui¢do mais dispersa (AKUTSU, 1985).

Dados histolégicos disponiveis sobre gldndulas produtoras de feromonas em
cerambicideos resumem-se as espécies de X. pyrrhoderus (IWABUCHI, 1985) ¢ H. bajulus
(NOLDT er al, 1995). Assim, as caracteristicas ultrastruturais deste tipo funcional de glandulas

em cerambicideos carecem de uma investiga¢io aprofundada e consistente.

A semelhanga das estruturas glandulares, também o conhecimento sobre a
morfologia e ultrastrutura do sistema sensorial, em cerambicideos, ¢ muito limitado. Porém,
quando existente, tal conhecimento circunscreve-se as sensilas antenares. Os exemplos sdo
constituidos pelos estudos relacionados com o sistema sensorial antenar das espécies M.
notatus € M. alternatus (DYER & SEABROOK, 1975) e P. hilaris (DAl & HONDA, 1990).

Contudo, € de assinalar que, a par das antenas, também os palpos maxilares e labiais,
nos insectos, assumem um importante papel sensorial, nomeadamente na selecgdo do
hospedeiro, da qual ndo podem dissociar-se os fenomenos de alimentag@io, oviposi¢@o
(CHAPMAN, 1982) e reconhecimento de conspecificos (FUKAYA & HONDA, 1992).

A importincia sensorial atribuida aos palpos maxilares e labiais motivou a realiza¢do
de alguns estudos morfolégicos e ultrastruturais do seu sistema sensorial, especialmente
quimiorreceptor, como seja em lepidopteros, dipteros, homopteros, ortopteros e coledpteros,
correspondendo ao objectivo de obter um conhecimento integrado dos mecanismos de
quimiorrecepcéo relacionados com o comportamento de oviposigéio, selecgdo alimentar ou de

acasalamento das espécies em causa.

Deste modo, tendo por referéncia a informagéo geral que associa o papel dos palpos
maxilares e labiais dos insectos a contextos comportamentais especificos, entre os quais
importa destacar, na circunstancia, o processo de acasalamento e reconhecimento de

conspecificos, considerou-se oportuno equacionar, sob um ponto de vista estrutural, o

112



Introdugao Sist. Gland. Protoraxico versus Sist.Quimiorreceptor dos Palpos

comportamento de tacteamento do protorax da fémea pelo macho em P. semipunctata, no
contexto das relagdes intraspecificas.

Assim, desenvolveu-se uma investigacdio através da qual se procura definir e
caracterizar as bases estruturais que permitam avaliar e consubstanciar os pressupostos de
uma relagdo funcional interactiva, mediada quimicamente, entre o0 protorax (fémea) e os
palpos maxilares e labiais (macho), e em que seja possivel elucidar a questdo de uma eventual
especializagdo, quer glandular, do pronoto, quer quimiorreceptora, dos palpos maxilares e
labiais, concordante com a hipétese de produgiio, emissdo versus detec¢io de uma feromona
protoraxica..

Propde-se, assim, com base numa abordagem morfolégico-funcional, contribuir para
a formula¢do de uma interpretagdio sobre o significado a atribuir a0 comportamento de
tacteamento do pronoto da fémea pelo macho, no contexto da actividade sexual.

Nesta conformidade, procedeu-se a um estudo de localizagdo, identificacio e
caracterizagéo ultrastrutural das estruturas glandulares do pronoto, por um lado, e das sensilas
quimiorreceptoras dos palpos maxilares e labiais, por outro, em ambos os sexos de P.

semipunctata.
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6.2. RESULTADOS
6.2.1. MORFOLOGIA E ESTRUTURA GERAL EXTERNA DO PROTORAX

Em P. semipunctata o protorax caracteriza-se por ser uma estrutura cuticular de
coloragdio escura e brilhante, fortemente quitinizada (Prancha 18, Fig. 1). Ligeiramente mais
estreito nas extremidades anterior e posterior, espinhado lateralmente e marginado anterior e
posteriormente, o protorax apresenta uma superficie cuticular dorsal de tipo alveolado
(Prancha 18, Fig. 1).

Na superficie dorsal, destaca-se a presenga de trés protuberdncias glabras e brilhantes
de dimensdo e morfologia distintas: uma mediana, de configuragio lanceolada e duas laterais
anteriores, aproximadamente circulares (Prancha 18, Fig. 1).

Observag:ﬁes realizadas em microscopia foténica e electrénica de varrimento revelam
a presenca, ao nivel da superficie cuticular dorsal do pronoto, em ambos os sexos de P.
semipunctata, de poros cuticulares punctiformes, com particular incidéncia nas 4reas glabras,

onde aparentemente ¢ maior a sua aglomeragdo (Fig. X; Prancha 18, Fig. 2).

Extremidade”
anterior

. ey,

Extremidade

T pOStenor T .+

Figura X. Representacfio esquematica da superficie dorsal do protorax de uma fémea de P.
semipunctata. Assinala-se a presenga e distribuicio de poros cuticulares (p) nas regibes glabras
central (gc) e anteriores (ga).
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PRANCHA 18

GLANDULAS PROTORAXICAS DE P. semipunctata

Fig. 1. Fotografia obtida em M.E.V. da superficie dorsal do protérax de uma fémea. Observa-
se as protuberancias glabras anteriores e central (pt). (Barra= 1mm)

Fig. 2. Fotografia obtida em M.F. de uma érea da regido glabra central protoraxica. Vista
dorsal. Poros cuticulares glandulares (cabega de seta). (Barra= 500um)

Fig. 3. Fotografia obtida em M.F. do aparato cuticular de uma glandula protoraxica, apos
digestdio potassica. Vista do lado interno da superficie protoraxica. Aparelho terminal
(EA); canal condutor (CC). (Barra= 500um). '

Fig. 4. Fotografia obtida em M.E.V. da superficie interna correspondente a uma area anexa a
regido glabra central do protdrax de uma fémea, apds digestdo potassica. Observa-se
um grande niimero de estruturas cuticulares glandulares do tipo daquela observada na
Fig. 3. Aparelho terminal (EA); canal condutor (CC). (Barra= Sum)

Figs. 5- 7. Fotografias obtidas em M.E.T.

Fig. 5. Sec¢do transversal de uma célula secretora distal de uma glandula protoraxica.
Observam-se vesiculas de secre¢éo (SV) electrodensas na regido vizinha ao aparelho
terminal (EA). O citoplasma da célula secretora apresenta também inimeros
ribossomas (seta). Observa-se ainda a presenga de reticulo endopldsmico rugoso
(RER). O reservatério (dupla cabega de seta) apresenta-se pouco desenvolvido e
delimitado por microvilosidades (Mv) de reduzida dimenséo. (12,540 x)

Fig. 6. Sec¢do transversal de uma célula secretora distal. O reservatério (asterisco) desta
célula secretora ¢ mais desenvolvido do que aquele da célula secretora observada na
Fig. 5. Verifica-se que o material de secre¢io nele armazenado tem um caracter
electrolucido. O aparelho terminal (EA) tem uma estrutura fenestrada.
Microvilosidades (Mv); nucleo (N); reticulo endoplasmico rugoso (RER). (12,540 x)

Fig. 7. Detalhe de uma 4rea citoplasmatica contigua ao reservatério da célula secretora distal
da Fig.6. Reticulo endoplasmico rugoso (RER); reservatério (asterisco); ribossomas
(seta); vesiculas de secre¢do (SV); microvilosidades (Mv); microfilamentos (cabega de
seta). (27,780 x)
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6.2.2. SISTEMA GLANDULAR DO PROTORAX
6.2.2.1. Organizacio glandular da regido glabra protoraxica
Observagbes em microscopia electronica de varrimento de material previamente
submetido a digestdo potassica, revelam a existéncia de um significativo nimero de estruturas
cuticulares de natureza glandular anexas a regido glabra central do protorax da fémea
(Prancha 18, Fig. 4). Estruturas estas com uma extremidade distal' em forma de tibulo
dilatado, a qual, na extremidade proximal se adelgaca para dar origem a uma extensio
canalicular (Fig. XI; Prancha 18, Figs. 3 ¢ 4).
Investigagdes em microscopia electrénica de transmissdo confirmam que tais
estruturas cuticulares se associam a glandulas de tipo III, constituidas por duas células
secretoras (distal e proximal) e uma célula canalicular (Fig. XII; Prancha 19, Fig. 1).

Figura XI. Diagrama esquematico de uma secgéo longitudinal da regi&o central glabra do protorax de
uma fémea de P. semipunctata. Apresenta-se a organizac&o geral das glandulas de tipo Il anexas a
referida regifio protoraxica. Célula secretora distal (Csd); célula secretora proximal (Csp); célula
canalicular (Cc), célula epidérmica (Ce); canaliculo (Ca); superficie cuticular da regiso glabra (Cu);
poros cuticulares (setas).

! Terminologia tendo por referéncia a superficie cuticular protoraxica
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6.2.2.2. Ultrastrutura Glandular

Célula secretora distal

O citoplasma da célula secretora distal apresenta, em determinados casos, uma
textura electrodensa, com vesiculas de secrecdio esféricas ou ovais de conteudo electrodenso
(Prancha 18, Figs.5-7). Além disso, identifica-se também a presenga de reticulo endoplasmico
rugoso e ribossomas.

Uma caracteristica citoplasmatica inerente também a este tipo de células secretoras,
designadamente de glandulas anexas & regifio glabra central do protorax de determinadas
fémeas, corresponde & observagdo de intimeras vesiculas de conteido claro e dimensio
variavel (0.2-1.5um didmetro) (Fig. XII; Prancha 19, Figs. 2 ¢ 3). Em algumas destas
vesiculas observam-se inclusGes electrodensas de aparéncia cristaliforme (Prancha 19, Fig. 4).
A par deste tipo de estruturas observa-se também reticulo endopldsmico rugoso (Fig. XII;
Prancha 19, Figs. 2 e 3).

Apicalmente, a membrana da célula secretora distal forma uma invaginago, a qual
corresponde ao reservatorio extracelular (Prancha 18, cf. Figs. 5 e 6; Prancha 19, Figs. 1- 3).
Reservatoério este preenchido por material de densidade aparentemente semelhante & das
vesiculas de secre¢io. Em torno do reservatério, a membrana da célula secretora distal
desenvolve um conjunto de microvilosidades, em niimero e dimensdo variaveis (Prancha 18,
Figs. 5-7; Prancha 19, Figs. 1- 3). Nos casos em que o reservatorio apresenta um notério
desenvolvimento (dilatagdo), as microvilosidades sdo aparentemente finas, esparsas e
desenvolvidas (Prancha 18, cf. Figs. 5 e 6). E frequente observarem-se microtibulos a nivel
das microvilosidades (Fig. XII; Prancha 18, Fig. 7).

Na regido central do reservatério situa-se o aparelho terminal (Fig. XII; Prancha 18,
Figs. 5 e 6; Prancha 19, Figs. 1- 3).

A célula secretora distal possui, na maioria dos casos, um nicleo basal de
configuragdo arredondada e contorno, por vezes, irregular, com um nucleoplasma

electrodenso, rico em cromatina (Fig. XII; Prancha 18, Fig. 6; Prancha 19, Fig. 3).
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Célula secretora proximal

A célula secretora proximal caracteriza-se por apresentar um citoplasma de textura
clara, contrariamente ao da célula secretora distal, observando-se filamentos de reticulo
endopldsmico rugoso e ribossomas dispersos (Fig. XII; Prancha 19, Fig. 5).

A célula secretora proximal delimita um espago, o espago peri-canalicular,
marginado de microvilosidades emitidas pela respectiva membrana plasmatica, através do
qual se desenvolve o canal colector, em continuidade com o aparelho terminal da célula
secretora distal (Fig. XII; Prancha 19, Figs. 1 e 5).

O nucleo da célula secretora proximal, localiza-se, geralmente, na regifio
citoplasmatica supra-lateral, tendo, na maioria dos casos, uma configuragdo aparentemente,
oval, com nucleoplasma rico em cromatina electrodensa, a qual forma, por vezes, a nivel da
superficie interna da membrana nuclear, areas de condensagio (Fig. XII; Prancha 19, Fig. 5).

Na regido de transi¢@io entre as células secretoras distal e proximal observam-se

juncdes septadas entre as respectivas membranas plasmaticas (Fig. XII; Prancha 19, Fig. 1).

Estrutura canalicular

O aparelho terminal associado a célula secretora distal caracteriza-se por ser uma
estrutura tubular fenestrada, (0.05-0.1um espessura; 0.5-1um didmetro) (Fig. XII; Prancha 18,
Fig. 6; Prancha 19, Figs. 1- 3). E constituido, na sua extremidade distal, por material de
natureza fibrilhar que lhe confere uma estrutura porosa de tipo esponjoso (Fig. XII).

Ao nivel da célula secretora proximal, a estrutura cuticular glandular (canal colector)
caracteriza-se pela sua estrutura aparentemente compacta, na qual se destacam: (i) um estrato
cuticular externo (0.015-0.025um espessura), electrodenso e compacto, delimitando
directamente o lumen do canal colector; e (ii) um estrato interno (0.05-0.1um espessura),
menos electrodenso, de tipo filamentoso (Fig. XII; Prancha 19, Figs 5 e 6). A partir deste
estrato cuticular desenvolve-se um sistema de filamentos cuticulares, em direcgdo as

microvilosidades, ocupando parcialmente o espago peri-canalicular (Fig. XII; Prancha 19,
Fig. 6).
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PRANCHA 19

GLANDULAS PROTORAXICAS DE P. semipunctata

Figs. 1- 7. Fotografias obtidas em M.E.T.

Fig. 1

. Secgf@io obliquo-longitudinal de uma glidndula anexa & regifo glabra central

protoraxica, na zona de transig@io entre as células secretoras distal (ISC) e proximal
(INSC). Observa-se o aparelho terminal (EA), com uma estrutura fenestrada.
Microvilosidades (Mv); nicleo (N) da célula secretora distal; reservatdrio (asterisco);
jung@o septada (Sj). (12,540 x)

Figs. 2 e 3. Sec¢des de células secretoras distais de glindulas protoraxicas anexas a regido

Fig. 4.

Fig. 5.

Fig. 6.

glabra central de fémeas. Observam-se inimeras vesiculas de secreg¢do (SV) de matriz
clara, na vizinhanga do reservatdrio extracelular (asterisco). Algumas vesiculas
parecem em processo de libertagdo do seu contetido para o reservatorio extracelular
(seta). O aparelho terminal (EA) caracteriza-se pela sua estrutura fenestrada.
Microvilosidades (cabeca de seta); nicleo (N) da célula secretora; reticulo
endoplasmico rugoso (RER). Fig. 2 (9,880 x); Fig. 3 (11,400 x).

Detalhe do citoplasma de uma célula secretora distal. Algumas vesiculas de secregéo
(SV) incluem um material electrodenso de tipo cristaliforme (cabega de seta). Reticulo
endoplasmico rugoso (RER). (29,450 x)

Seccdo obliquo-longitudinal de uma célula secretora proximal. Observa-se o canal
colector (CC), contendo uma secregdio (S) granular. A parede do canal colector é
constituida por um fino estrato de epicuticula homogénea e compacta (seta), a
delimitar directamente o respectivo limen, o qual, por sua vez, é envolvido,
internamente, por um estrato cuticular mais espesso (cabega de seta). Microvilosidades
(Mv); reticulo endoplasmico rugoso (RER); ribossomas (dupla cabeca de seta).
(16,900 x)

Detalhe do canal colector (CC). Estrato externo de epicuticula (seta); estrato interno de
epicuticula (cabeca de seta); filamentos cuticulares (dupla cabeca de seta);
microvilosidades (Mv); secregéo (S). (39,900 x)

Fig. 7. Sec¢do obliquo-longitudinal de uma célula canalicular (DC), descrevendo uma

trajectoria sinuosa. Célula epidérmica (EC); canaliculo (D); microtibulos (seta);
secregéo (S). (16,900 x).
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Célula canalicular

A célula canalicular aparece a envolver a extensdo proximal do canaliculo. Trata-se
de uma célula estreita e sinuosa, quando observada em secgdo longitudinal ou obliquo-
longitudinal, a qual se desenvolve até a regido sub-cuticular protoraxica (Fig. XI). O seu

citoplasma caracteriza-se por ser constituido fundamentalmente por microtibulos (Prancha
19, Fig. 7).
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Figura XII. Reconstrugdo esquematica de uma unidade glandular de tipo Il da regido glabra do
protérax de uma fémea de P. semipunctata. Cabega de seta, estrato epicuticular interno do canal
condutor; cc, canal colector; CF, filamentos cuticulares; DC, célula canalicular; INSC, célula secretora
proximal; ISC, célula secretora distal; M, mitocéndria; mt, microtubulos; Mv, microvilosidades; N,
nucleo de célula secretora; Nc¢, nucleo da célula canalicular; r, ribossomas; R, reservatério; RER,

reticulo endoplasmico rugoso; seta, estrato epicuticular externo do canal condutor; Sj, jungdes
septadas; SV, vesiculas de secregao.
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6.2.3. SISTEMA QUIMIORRECEPTOR DOS PALPOS MAXILARES E LABIAIS
6.2.3.1. Estrutura geral dos palpos maxilares e labiais
No conjunto de estruturas que compdem as pegas bucais em P. semipunctata
destacam-se os palpos maxilares e labiais. Sdo estruturas constituidas por cinco articulos, com
o articulo apical distinguindo-se dos restantes pela sua dimensdo e configuragio (Fig. XIII).
Na regido apical, a superficie do segmento distal dos palpos forma uma espécie de goteira, de

configuragdo eliptica alongada, onde é particularmente notéria a presenga aglomerada de
sensilas (Fig. XIII; Prancha 20, Fig. 1).

Figura XIIl. Esquema de um palpo maxilar de um macho de P. semipunctata. Perspectiva dorsal. De
notar a aglomeragéo de sensilas (cabega de seta) na regido distal do segmento apical do palpo
maxilar.

6.2.3.2. Sensilas da regiio apical dos palpos maxilares e labiais
Observagdes em microscopia electrénica de varrimento permitiram identificar, pelo
menos, trés tipos morfolégicos de sensilas, na regido distal dos palpos maxilares e labiais de
P. semipunctata: (i) sensilas basiconicas; (ii) sensilas estiloconicas (SCHNEIDER, 1964); e (iii)

sensilas em cupula (Prancha 20, Figs. 2 € 3).

Sensilas basiconicas

Este tipo de sensilas caracteriza-se por possuir um processo cuticular de configuragéo
conica e lisa (Prancha 20, Fig. 2), de dimensdo variavel (5-10pm comprimento; 1-2um
didmetro basal), inserido numa ligeira depressdo da superficie cuticular do palpo maxilar ou

labial, em redor da qual se desenvolve um anel cuticular (Prancha 20, Figs. 2 e 7).
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PRANCHA 20

SENSILAS DOS PALPES MAXILARES E LABIAIS EM P.semipunctata

Figs. 1-3. Fotografias obtidas em microscopia electronica de varrimento.

Fig. 1.

Fig. 2.

Perspectiva da regido apical do segmento distal de um palpo maxilar (macho). E de
assinalar a elevada concentragdo de sensilas (cabega de seta) na regido apical. (Barra=
100um)

Detalhe de uma area da regifo apical do segmento distal de um palpo maxilar. Sensila
basicénica (BS); sensila estiloconica (SS); colar cuticular (dupla cabega de seta);

cupula cuticular (asterisco). (Barrra = 10um)

Fig. 3. Sensilas em capula (DS). (Barra = 10um)

Figs. 4- 7. Fotografias obtidas em M.E.T.

Fig. 4.

Fig. 5.

Secgdo transversal de uma sensila basiconica do palpo labial de um macho, na regido
ciliar dendritica. Pode observar-se a disposigdo tipica (9x2+0) dos microtibulos no
citoplasma dos segmentos dendriticos (D). Célula tecogénica (TH); sinus ciliar
(asterisco). (15,370x).

Secgdo transversal de uma sensila basiconica do palpo maxilar de um macho ao nivel
dos segmentos dendriticos distais (D), proximo da base de inser¢do da estrutura
cuticular sensilar. Pode ser observado, neste plano de seccionamento, quatro dos seis
dendritos que constituem a componente sensorial da sensila. Um dos segmentos
dendriticos distais (asterisco) aparece separado dos restantes pela bainha cuticular
(seta). Anel cuticular (CR); célula tormogénica (TO); septo de inser¢do (SS). (29,450

X).

Fig. 6. Sec¢do transversal de uma sensila basiconica do palpo labial de um macho, num plano

Fig. 7.

distal aquele observado na Fig. 5. Observa-se o corpo tubular (t) que caracteriza o
dendrito mecanorreceptor. Segmentos dendriticos quimiorreceptores (D); bainha
cuticular (seta); célula tormogénica (TO). (38,290 x).

Sec¢do longitudinal da estrutura cuticular de uma sensila basiconica do palpo maxilar
de um macho. Anel cuticular (CR); segmentos dendriticos quimiorreceptores (D);
filamentos cuticulares (CF); limen sensilar (SL); parede cuticular (CW), cuja
superficie parece ser percorrida por filamentos cuticulares (dupla cabega de seta).
(9,880 x)
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Sensilas estilocénicas

Este tipo de sensilas caracteriza-se por ter uma estrutura cuticular de configuragdo
eliptica (2-4um de comprimento, segundo o eixo maior) implantada sobre uma ciipula
cuticular truncada (2.-3um altura) (Prancha 20, Fig. 2). Na regidio centro-apical da estrutura

cuticular é possivel observar uma ligeira depressdo, formando uma espécie de goteira

descendente.

Sensilas em ctupula

Este tipo de sensilas possui uma estrutura cuticular de conformag&o cénica (~0.5pm
comprimento) (Prancha 20, Fig. 3). A sua base de inser¢io ¢é rodeada por um anel cuticular.
Em virtude do reduzido niimero e do carécter dispersivo do seu um padriio de distribui¢go néo

foi possivel efectuar uma caracterizago da respectiva ultrastrutura interna.

6.2.3.3. Ultrastrutura interna
Sensilas basicénicas

a) ORGANIZAGCAO NEURONAL

S@o constituidas por 5 ou 6 células neurorreceptoras (Fig. XIV), cujos dendritos
apresentam uma constri¢do ciliar, sub-dividindo-os em dois segmentos: (i) o segmento
dendritico proximal, e (ii) o segmento dendritico distal. A regido ciliar dendritica ¢é
caracterizada, a nivel citoplasmético, pela presenca de nove dupletos periféricos de
microtibulos, segundo a férmula 9x2+0 (Prancha 20, Fig. 4). Na regido distal de cada
segmento dendritico proximal identifica-se a presenca de dois pares de corpos basais (distais
e proximais) e do ciliary rootlet (Fig. XIV).

Por seu lado, os segmentos dendriticos distais sdo envolvidos por uma espessa
bainha cuticular (Fig. XIV; Prancha 20, Fig. 5), um dos quais termina préximo da base de
insercdo da estrutura cuticular sensilar, individualizando-se dos restantes pela bainha
cuticular. A nivel citoplasmatico, pode observar-se um empilhamento de microtiibulos no seio
de uma matriz electrodensa, constituindo o denominado corpo tubular (Fig. XIV; Prancha 20,
Fig. 6). Os restantes segmentos dendriticos distais, projectam-se através do liimen sensilar da

estrutura cuticular envoltos numa bainha cuticular comum, sem se ramificarem (Fig. XIV;
Prancha 20, Fig. 7).
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b) CELULAS AUXILIARES

Trés células auxiliares se associam a componente neurorreceptora das sensilas
basiconicas dos palpos maxilares e labiais: as células tecogénica, tricogénica e tormogénica
(Fig. XIV).

A célula tecogénica envolve directamente os corpos celulares das células
neurorreceptoras € os segmentos dendriticos proximais, até  regido ciliar dendritica. Proximo
da regido ciliar a membrana plasmatica da célula tecogénica invagina-se formando o sinus
ciliar (Fig. XIV; Prancha 20, Fig. 4).

As células tricogénica e tormogénica delimitam o sinus. sensilar, através do qual os
segmentos dendriticos distais das células neurorreceptoras se desenvolvem em direcgdo ao
lumen sensilar da estrutura cuticular (Fig. XIV; Prancha 20, Figs. 5 e 6). O sinus sensilar é
marginado por um conjunto de microvilosidades desenvolvidas pelas membranas plasméticas
das células tricogénica e tormogénica (Fig. XIV). O interior dos sinus ciliar e sensilar encerra
um licor (Prancha 20, Figs. 4 ¢ 6).

¢) ESTRUTURA CUTICULAR

A estrutura cuticular das sensilas basiconicas, com uma espessura variavel (0.2-0.5
um, na regido basal), parece ser percorrida lateralmente por filamentos cuticulares (Prancha
20, Fig. 7). Por sua vez, o lumen sensilar é compartimentado pela bainha cuticular, com a
identificagBio do canal dendritico, que alberga os segmentos dendriticos distais, e do canal
extra-dendritico, em continuidade com o sinus sensilar (Fig. XIV).

A base de insergdo da estrutura cuticular das sensilas basiconicas é constituida por
uma cuticula fibrosa circundada por um colar cuticular electrodenso (Fig. XIV; Prancha 20,
Fig. 7).

Sensilas estilocOnicas

a) ORGANIZACAO NEURONAL

Este tipo de sensilas € constituido por trés células neurorreceptoras (Fig. XV). Os
respectivos dendritos compreendem uma extensio basal, o segmento dendritico proximal, e
uma extensdo distal, o segmento dendritico distal (Fig. XV). Na regido citoplasmatica distal
do segmento dendritico proximal assinala-se a presenca dos habituais dois pares de corpos
basais, constituidos por nove tripletos de microtibulos, e do ciliary rootlet (Fig. XV; Prancha
21, Fig. 1).
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Figura XIV. Reconstrugéo esquematica de uma sensila basiconica do palpo maxilar de um macho
de P. semipunctata. Ax, axonio; bb, corpos basais; cabega de seta, filamentos cuticulares; CR, colar
cuticular: cr, ciliary rootlet; CS, sinus ciliar; CU, superficie cuticular do palpo; ds, bainha cuticular;
EDL, canal extra-dendritico; fc, cuticula fibrosa; HS, estrutura cuticular; IDL, canal dendritico; ids,
segmento dendritico proximal, N, nucleo de célula neurorreceptora; ods, segmento dendritico distal;
seta, poro; S8, sinus sensilar; tb, corpo tubular: TH, célula tecogénica; TO, célula tormogénica; TR,
célula tricogénica.
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Na regifio ciliar, os segmentos dendriticos caracterizam-se, em termos
citoplasméticos, pela presenca de nove dupletos de microtibulos, dispostos perifericamente,
de acordo com a férmula 9x2+0 (Prancha 21, Fig. 2).

O citoplasma dos segméntos dendriticos proximais é constituido por mitocondrias,
vesiculas, ribossomas e microtibulos. Por sua vez, os segmentos dendriticos distais
caracterizam-se pela presenca de microtubulos (Fig. XV).

Os segmentos dendriticos distais so envolvidos até préximo da base de insergio da
estrutura cuticular sensilar pela bainha cuticular (Fig. XV; Prancha 21, Fig. 2). No Limen
sensilar da estrutura cuticular, os segmentos dendriticos distais desenvolvem um conjunto de

ramifica¢des distais (Fig. XV; Prancha 21, Fig. 5).

b) CELULAS AUXILIARES

Trés células auxiliares se associam & componente neurorreceptora das sensilas
estiloconicas: as células tecogénica, tricogénica e tormogénica (Fig. XV). A célula tecogénica
envolve os corpos celulares das células neurorreceptoras e os respectivos segmentos
dendriticos proximais, até a regido ciliar. Nesta regifio, a membrana plasmatica da célula
tecogénica invagina-se formando o sinus ciliar, o qual contém um licor com uma textura, por
vezes, granular. O sinus ciliar aparece marginado por um conjunto de microvilosidades
desenvolvidas pela membrana plasmética da célula tecogénica albergando microtibulos
(Prancha 21, Figs. 1 € 2).

As células tricogénica e tormogénica, por sua vez, delimitam basal e lateralmente,
respectivamente, o sinus sensilar, marginado por microvilosidades. Sinus este que comunica

com o limen sensilar da estrutura cuticular (Fig. XV).

¢) ESTRUTURA CUTICULAR
As sensilas estilocénicas possuem uma estrutura cuticular, cuja base de insercdo
sendo continua com a ciipula cuticular sobre é qual assenta, caracteriza-se por ser de tipo néio
articulado (Fig. XV).
A parede da estrutura cuticular ¢ mais espessa (0.5-0.6um) na sua extensdo basal, a
qual diminui para a extremidade apical (0.2-0.3um) (Fig. XV; Prancha 21, Figs. 4 e 5). Nesta

regidio, identifica-se a presenca de multiplos poros cuticulares e de pore-tubules associados
(Fig. XV; Prancha 21, Figs. 5 € 6).
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PRANCHA 21

SENSILAS ESTILOCONICAS DOS PALPES MAXILARES E LABIAIS EM P.semipunctata

Figs. 1- 6. Fotografias obtidas em M.E.T.

Fig. 1.

Fig. 2.

Fig. 3.

Fig. 4.

Fig. 5.

Fig. 6.

Secgdo transversal de uma sensila estiloconica do palpo labial de um macho, ao nivel
dos corpos basais proximais dos segmentos dendriticos (D). De destacar também a
aglomeragéo de microtiibulos (seta) a nivel das microvilosidades da célula tecogénica
(TH). Célula tricogénica (TR); mitocondrias (M); juncdes septadas (SJ); sinus ciliar
(asterisco). (25,350 x).

Secgfo transversal dos segmentos dendriticos de uma sensila estiloconica ao nivel da
regido ciliar, com os microtibulos dispostos em dupletos (9x2+0) (cabega de seta).
Célula tecogénica (TH); célula tricogénica; microtibulos (seta); jun¢des septadas (Sj);
sinus ciliar (asterisco); vesiculas (V). (21,850x).

Secgdo obliquo-longitudinal ao nivel da regido basal da estrutura cuticular de uma
sensila estilocénica. Os segmentos dendriticos distais (D) penetram o limen sensilar
(SL). Bainha cuticular (cabega de seta); ctipula cuticular (CD); Sinus sensilar (Ss).
Superficie cuticular (CU) do palpo. (5, 600 x).

Secgdo obliquo-longitudinal da estrutura cuticular de uma sensila estilocénica do palpo
maxilar de macho, num nivel distal ao da Fig. 3. Segmentos dendriticos distais (D);
lumen sensilar (SL); cupula cuticular (CD). (12,540 x).

Secgdo obliquo-transversal ao nivel da regido distal da estrutura cuticular (HS) de uma
sensila estiloconica. Observa-se o0 grande ntimero de ramifica¢gdes dendriticas no
limen sensilar. A parede da estrutura cuticular sensilar ¢ multiporosa na sua regido
distal. Poros (setas). (12,540x).

Seccdo obliquo-tangencial da estrutura cuticular de uma sensila estiloconica, ao nivel
da sua extremidade apical. De notar a existéncia de pore-tubules (setas) associados a
cada poro. (29,450 x).
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Figura XV. Reconstrugao esquematica de uma sensila estiloconica do palpo maxilar de um macho
de P. semipunctata. Ax, axénio; bb, corpos basais; CD, cupula cuticular; CS, sinus ciliar; cr, ciliary
rootlet. CS, sinus ciliar; CU, superficie cuticular do palpo; db, ramifcacdes dendriticas; ds, bainha
cuticular, HS, estrutura cuticular, ids, segmento dendritico proximal; N, nucleo de célula
neurorreceptora; ods, segmento dendritico distal, seta, poro; SL, limen sensilar; 88, sinus sensilar;
TH, célula tecogénica; TO, célula tormogénica; TR, célula tricogénica.
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6.3. DISCUSSAO

De acordo com os estudos ultrastruturais, as sensilas basiconicas e estiloconicas dos
palpos maxilares e labiais de P. semipunctata apresentam uma organizagio estrutural e
dendritica similar a4 das sensilas quimiorreceptoras. Com efeito, as sensilas estiloconicas
possuem uma base de inser¢io de tipo ndo articulado, uma estrutura cuticular que na regido
distal € perfurada de multiplos poros, com pore-tubules. Na regido apical do lumen sensilar,
os segmentos dendriticos distais das células neurorreceptoras ramificam-se, apresentando-se
desprovidas de uma bainha cuticular envolvente. Atendendo as suas caracteristicas
ultrastruturais este tipo de sensilas corresponde aos tipos wall-pore, single-walled sensillum
(ALTNER, 1977) e multiporous chemosensilla (ZACHARUK, 1980), caracterizadas como sensilas
de fungfo olfactiva.

As sensilas basicénicas, por sua vez, sdo constituidas por cinco a seis células
neurorreceptoras, com uma base de inser¢do constituida por uma cuticula fibrosa, uma
estrutura cuticular encerrando um canal dendritico, contendo os segmentos dendriticos
distais, e um canal extra-dendritico. Um dos segmentos dendriticos distais termina na base da
estrutura cuticular, com a formacdo do corpo tubular. Caracteristicas estas que se identificam
habitualmente em sensilas de fungio mecano-gustativa (Mc IVER & SIEMICKI, 1978; ALTNER &
PRILLINGER, 1980; ZACHARUK, 1980; 1985).

Todavia, uma caracteristica peculiar relacionada com a estrutura cuticular das
sensilas de fungfio gustativa consiste na presenca de um poro apical ou sub-apical
(ZACHARUK, 1980; 1985). As observagdes efectuadas em microscopia el_ectrénica de varrimento
e de transmiss3o ndo permitem confirmar a existéncia de uma abertura apical ou sub-apical na
estrutura cuticular das sensilas basiconicas dos palpos maxilares e labiais de P. semipunctata.

Contudo, os elementos disponiveis parecem indiciar a presenca de filamentos
cuticulares (canaliculos?), nomeadamente na regiio sub-apical da estrutura cuticular sensilar.
Em sensilas de fungfio gustativa identificadas em pecgas bucais de algumas espécies de
lepidépteros, tais como Calliphora erythrocephala (STURCKOW, 1971), Pieris brassicae (MA,
1972), Mamestra brassicae (GAFFAL, 1979) e Mamestra configurata (SHIELDS, 1994) € referida
a existéncia de um sistema de canais, atravessando a parede da estrutura cuticular sensilar, na
regido adjacente ao respectivo poro apical. A sua fun¢fio seria assegurar o trénsito de
moléculas, através da parede cuticular da sensila, entre o exterior € o lumen sensilar.

Zacharuck (1985) e Zacharuck & Shields (1991) admitem ainda que este tipo de estruturas
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possam estabelecer uma selectividade quanto ao tipo de moléculas-estimulo que acedem ao
limen sensilar, e, por conseguinte, aos receptores de membrana das terminag¢des dendriticas.

Nio ¢ de eliminar a possibilidade das sensilas basiconicas poderem ter uma fungio
olfactiva, ainda que limitada, caso se confirmem os indicios da existéncia de filamentos
canaliculares na parede da sua estrutura cuticular. Com efeito, Nguyen Duy-Jacquemin (1985)
refere o exemplo de um tipo de sensilas antenares, de configura¢@o conica, identificadas em
Cylindroiulus punctatus (Diplopodes, Iulides), possuindo uma estrutura funcional de tipo
gustativa, mas cuja existéncia de uma rede de canais porosos e microcavidades na parede
lateral da estrutura cuticular, permitindo o acesso de moléculas volateis ao liimen sensilar,
confere-lhes uma fungdo olfactiva complementar & fungo gustativa. Uma situagdio, de igual
modo, admitida por outros autores, mas para sensilas dos palpos maxilares e labiais (DETHIER,
1972; STADLER & HANSON, 1975). Deste modo, como sublinha Mclver (1980), a diferenca
classica entre quimiorreceptores olfactivos e de contacto (gustativos) revela-se, por vezes,
evidente.

Nio é de excluir, assim, que a presenca de filamentos cuticulares na regido apical da
estrutura cuticular das sensilas basiconicas constitua parte integrante de um sistema estrutural
condutor de moléculas-estimulo, ao qual possa ainda associar-se a presenca de um poro
apical.

A localizagdo apical das sensilas basicénicas e estiloconicas permite que estes dois
tipos sensilares mantenham um contacto directo e privilegiado com os substratos. Deste
modo, ¢ possivel atribuir-lhes, tendo em conta a sua estrutura funcional, um papel sensorial
directamente relacionado com a detecgfio das caracteristicas fisiéo—quimicas e quimicas dos

substratos, respectivamente.

Em termos funcionais, as sensilas quimiorreceptoras dos palpos maxilares e labiais
dos insectos tém um papel importante no 4mbito do processo de selecgdo de hospedeiros, com
destaque para as sensilas de fun¢do gustativa. No entanto, este tipo morfolégico-funcional de
sensilas pode estar implicado também, em certos casos, na detec¢do de feromonas
(FAUCHEUX, 1984).

Nalgumas espécies de cerambicideos, como por exemplo Paraglenea fortunei
(WANG et al, 1991), Psacothea hilaris (FUKAYA & HONDA, 1992) ¢ Monochamus alternatus
(KIM et al., 1992), foi posta em evidéncia a sintese de uma feromona protoraxica feminina, de

mediag8o a curta distdncia, com implicagSes na actividade sexual do macho.
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Em contrapartida, nos cerambicideos Xylotrechus pyrrhoderus (IWABUCHI, 1986) €
Hylotrupes bajulus (DOPPELREITER, 1979; FETTKOTHER et al, 1995; NOLDT et al, 1995) foi
identificada a existéncia de uma feromona protoraxica masculina. De sublinhar que, nos
coledpteros, a regido protordxica ndo aparece referenciada como uma érea tipica de
localizagdo de glandulas produtoras de feromonas, contrariamente & regido abdominal
(ZETHNER-MOLLER & RUDINSKI, 1967; STANIC et al., 1970; HAMMACK et al., 1973; LEVINSON et
al., 1978; CAZALS & JUBERTHIE-JUPEAU, 1982).

Apesar disso, foi sugerida a possibilidade de existéncia de uma feromona
epicuticular protordxica em P. semipunctata (MARQUES, 1992). Para a sua formulagio
concorreu o facto do macho proceder, na fase de acasalamento, ao tacteamento bucal do
protérax da fémea.

Sabe-se que em algumas espécies de dictidpteros a quimiorrecep¢do de uma
feromona afrodisiaca de contacto envolve o tacteamento, com os palpos maxilares, da
respectiva area de produgdio glandular (SRENG, 1984). Um tipo de comportamento também
observado em P. hilaris (cerambicideo), com o macho "varrendo" os élitros da fémea, durante
a fase de acasalamento e c6pula (FETTKOTHER et al., 1995).

Com base nesta informagdo, importaria investigar no sentido de esclarecer o
significado funcional do tacteamento protéraxico da fémea pelo macho de P. semipunctata.
Nomeadamente, saber se tal fendmeno € induzido pela presenca de uma substincia
epicuticular protoraxica.

A fundamentag@o desta hipdtese implicaria, em termos estruturais, a existéncia de um
sistema glandular protoraxico. Com vista & sua elucidagio empreendeu-se um estudo
ultrastrutural da regido protoraxica de P. semipunctata.

De acordo com esse estudo, confirma-se a existéncia, a nivel da superficie dorsal
protoraxica, de intimeros poros cuticulares e uma notéria aglomeragio de estruturas
canaliculares glandulares, nomeadamente em fémeas, anexas as respectivas dreas glabras. A
aglomerac8o de estruturas glandulares em éreas especificas (glabras) do protérax permite
questionar sobre o seu significado e da importincia glandular dessas areas no contexto da
comunicagdo quimica intraspecifica.

Nos insectos, a ocorréncia de modifica¢des estruturais da superficie cuticular, por
exemplo, de 4reas glabras, comportam, em determinados casos, um significado de cariz
funcional relacionado com a emiss3o e difusdo de feromonas (NEWMAN e al,, 1993; BARTLET et
al., 1994; ISIDORO et al., 1996).
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Porém, o fenémeno de produgdo de feromonas sexuais envolve geralmente a
existéncia de glandulas citolégica e estruturalmente especializadas, as quais se associa a

constituicdo de um dimorfismo sexual (NOIROT & QUENNEDEY, 1974; SRENG, 1979; CAZALS &
JUBERTHIE-JUPEAU, 1982; BIEMONT et al, 1992; LIANG & SCHAL, 1993; BARTLET et al, 1994;
NARDI et al., 1996).

A restri¢do temporal que caracteriza a ocorréncia deste fenomeno glandular explica,
por seu lado, a periodicidade inerente & variabilidade citoplasmética das células secretoras
envolvidas neste tipo de produgdo glandular (BIEMONT ez al, 1992; LIANG & SCHAL, 1993;
BARTLET et al., 1994; MENON, 1996).

O estudo ultrastrutural do sistema glandular protoraxico de P. semipunctata mostra
que, nalgumas fémeas, a célula secretora distal das unidades glandulares anexas & regido
glabra central do protorax apresenta caracteristicas indiciadoras de uma notéria actividade
glandular, com a identificacdo de um elevado niimero de vesiculas de secregiio de conteudo
pouco electrodenso. Algumas vesiculas, no entanto, possuem inclusées electrodensas de tipo
cristaliforme. Todavia, tal caracterizagdo citoplasmatica glandular nio constitui um fenémeno
de observagdo universal nas fémeas.

O estudo ultrastrutural mostra, por outro lado, a semelhan¢a organizacional,
estrutural e, em muitos casos, citologica das unidades glandulares protorixicas identificadas
nos dois sexos de P. semipunctata.

Os dados disponiveis parecem confirmar entfio a auséncia de indicios consistentes
que permitam admitir a existéncia de um dimorfismo sexual glandular que apoie a hipdtese
das glandulas protoréxicas aparecerem relacionadas com produc¢io de uma feromona sexual.

No entanto, refira-se que uma andlise citoldgica comparativa revela curiosamente
uma similitude estrutural entre as vesiculas de secre¢do de conteudo claro observado em
algumas fémeas de P. semipunctata e as vesiculas de secre¢do identificadas em células
glandulares de Blattella germanica (Dictyoptera:Blattellidac) e de Nauphoeta cinerea
(Insecta, Dictyoptera), respectivamente relacionadas com a produgdo de uma feromona sexual

masculina (SRENG, 1979) e uma feromona afrodisiaca de contacto (SRENG, 1985).

Contudo, independentemente do seu papel funcional, as glandulas protoraxicas de P.
semipunctata correspondem ao mesmo tipo estrutural de gldndulas, glandulas de tipo III
(NOIROT & QUENNEDEY, 1974), identificadas nos cerambicideos X. pyrrhoderus (IWABUCHI,
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1986) € H. bajulus (NOLDT et al, 1995), as quais sdio responsaveis pela producdo de uma
feromona sexual. Este tipo de glandulas, nos insectos, aparecem frequentemente referenciadas
como produtoras de feromonas (CROSSEY & WATERHOUSE, 1969; WATTEBLED et al., 1978;
BAZIRE & ZYLBERBERG, 1979; LEVINSON et al., 1983; BIEMONT et al., 1992). |

A identificagio de glandulas protordxicas, por um lado, e de sensilas
quimiorreceptoras nos palpos maxilares e labiais, por outro, permite sustentar a hipdtese de
uma interacgdio funcional entre o protorax e os palpos maxilares e labiais tendo por base a
emissdo versus quimiorrecep¢do de uma substincia epicuticular protoraxica.

As caracteristicas citoplasmaticas apresentadas pelas células secretoras protoraxicas,
com destaque para a presenga de reticulo endopldsmico rugoso e ribossomas, sugerem uma
produgdo glandular proteica.

Deste modo, o tacteamento bucal do macho sobre o protorax da fémea poderia
corresponder entfio a um mecanismo quimiorreceptor de contacto. Neste contexto, as sensilas
basiconicas poderiam ter, mercé de uma estrutura funcional gustativa, um papel
preponderante na quimiorrecep¢do da substincia epicuticular protordxica. No entanto, a
presenga de uma projecg¢fio dendritica mecanorreceptora confere-lhes simultaneamente uma
capacidade tactil que poderd ser utilizada na exploragéo/identificacdio das caracteristicas
fisicas dos substratos, o que deixa pressagiar um papel funcional de reconhecimento das dreas
glabras protoraxicas caracterizadas por uma notdria aglomeragao de poros glandulares.

Na perspectiva da produgfio glandular protoraxica possuir uma componente proteica
dominante e de baixo teor voldtil, as sensilas estiloconicas, com uma estrutura funcional
olfactiva, acabariam por ter, no mesmo contexto, um papel menor face aquele que é admitido

para as sensilas basiconicas.

A hipétese que identifica o tacteamento do protorax da fémea pelo macho com a
quimiorrecepgdo de uma substéncia epicuticular, podera contrapor-se uma outra relacionada
com um mecanismo de estimulagfo tactil. Uma interpretag@o que € atribuida, por exemplo, a
um comportamento similar do macho em H. bajulus. Com efeito, neste caso, o0 macho efectua
a palpagdo do protorax e superficie dorsal dos élitros da fémea, com os palpos maxilares,
tendo por objectivo estimular a sua parceira para a copula (CANON & ROBINSON, 1981 in
FETTKOHER et al, 1995). Um exemplo que corrobora a no¢do de que os estimulos tacteis
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podem ter, nos insectos, um papel importante no desencadeamento da actividade sexual
(CADE, 1985).

Contudo, as hipéteses agora formuladas carecem de confirmagio experimental.
Importaria entdo investigar, tendo por base os dados de morfologia e ultrastrutura dos
sistemas quimiorreceptor dos palpos maxilares e labiais e glandular protoraxico, se a
produgdo glandular protoréxica de P. semipunctata se enquadra no conceito de uma feromona
epicuticular, e, nesse caso, que efeito teria a nivel do comportamento de

acasalamento/actividade sexual do macho.
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7. DISCUSSAO GERAL E CONCLUSOES

Nos insectos, o estudo anatémico e ultrastrutural dos sistemas quimio-sensorial
(olfactivo e gustativo) periférico (antenas, palpos maxilares e labiais, ovipositor ¢ patas) e
glandular constitui um requisito fundamental para a compreensio e enquadramento
morfolégico-funcional dos mecanismos sensoriais inerentes ao comportamento mediado por
estimulos quimicos, tais como a localizag8o, identificagdo e selecgdo de espécies hospedeiras
ou de conspecificos.

Nestes contextos, as antenas desempenham um papel quimiorreceptor fundamental,
especialmente na olfacgéo, devido ao facto de possuirem um elevado nimero e diversidade de
sensilas olfactivas. Também os palpos maxilares e labiais e o ovipositor, por seu lado,
assumem um papel importante quanto & detecgfio gustativa, dada a preponderancia de sensilas
quimiorreceptores de contacto que lhes estfio associadas (MASSON, 1981).

Porém, as sensilas olfactivas e gustativas caracterizam-se pela diversidade
morfolégica, ultrastrutural e fisiolégica. Por seu lado, as cairomonas e feromonas
caracterizam-se pela sua complexidade composicional, onde a estrutura, configuragio e
concentragdo relativa de cada um dos respectivos compostos componentes séo factores-chave
definidores da sua propria identidade (DICKENS, 1990; MASSON, 1980; MASSON &
MUSTAPARTA, 1990).

Estes pressupostos definiram o objectivo nuclear do presente trabalho, a partir do
qual se estabelecem as bases morfologico-funcionais do sistema quimio-sensorial antenar e
dos palpos maxilares e labiais, por um lado, e do sistema glandular antenar e protoréxico, por
outro, de P. semipunctata, com o seu presumivel papel funcional no contexto da comunicagio

quimica inter- e intraspecifica.

7.1. O PAPEL QUIMIO-SENSORIAL DAS ANTENAS DE P. semipunctata

O estudo ultrastrutural das sensilas antenares de P. semipunctata demonstra a
especializagio quimio-sensorial das antenas. A identificacio e caracterizagdo de trés tipos
diferenciados de sensilas olfactivas (s.basicénicas de tipo I; s. basiconicas de tipo II; s.
basicénicas de parede estriada) e de um tipo de sensilas mecano-quimiorreceptoras de
contacto (s. tricéides) permitem inferir da importincia que a quimiorrecepgo antenar tem

nesta espécie.
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Tendo em conta os valores de frequéncia numérica e o padrio de distribui¢io das
sensilas basicoénicas (tipos I+II), € possivel projectar para este tipo de sensilas olfactivas um
papel de relevo no contexto geral da quimiorrecepgio olfactiva.

A identificagfio de aglomerados ou "ninhos" de sensilas basicénicas (tipo IT) constitui
um fenémeno que importa salientar, e que fora ja identificado em diversas espécies de
coledpteros (PAYNE er al, 1973; DYER & SEABROOK, 1975; INOUCHI et al. 1987; DAl & HONDA,
1990). Em termos sensoriais, tais formagdes poderfio constituir 4reas privilegiadas de detecgdo
olfactiva, face a estrutura funcional das sensilas que as compdem.

A fungdo olfactiva atribuida as sensilas basicénicas antenares é corroborado pelos
estudos electrofisiologicos, os quais permitiram definir algumas especificidades olfactivas
relacionadas com a quimiorrecep¢do de um conjunto diversificado de compostos
(monoterpenos, ndo terpenoides, e sesquiterpenos) das misturas volateis de espécies
hospedeiras (E. globulus, E.camaldulensis, E. tereticornis ) e ndo hospedeiras (P. pinaster, O.
europeae) de P. semipunctata (BARATA, 1997).

Fung¢fo similar poderd ser atribuida também &s sensilas basiconicas antenares de
parede estriada, com uma estrutura funcional olfactiva, pese embora a auséncia de
sensilogramas correspondentes. No entanto, alguns estudos electrofisiolégicos de sensilas
morfologica e estruturalmente similares as sensilas basiconicas de parede estriada de P.
semipunctata permitiram demonstrar a sua fungdo olfactiva a compostos volateis de espécies
hospedeiras (ALTNER; 1977; FAUCHEUX, 1987; 1988; CRIBB & JONES, 1995).

Uma correspondéncia entre os resultados dos estudos morfologicos e
electrofisiolégicos permite, por sua vez, corroborar a nogo estabelecida por diversos autores
de que as sensilas basicénicas podem caracterizar-se como estruturas olfactivas susceptiveis a
um variado espectro de compostos volateis (BOECKH ef al., 1965; KAISSLING, 1971; DEN OTTER
et al,, 1978; KEIL & STEINBRECHT, 1984).

A par da fungdo olfactiva, o estudo ultrastrutural do sistema quimiorreceptor antenar
permite inferir da capacidade sensorial gustativa (quimiorreceptora de contacto) das antenas
de P. semipunctata, mercé da presenca de sensilas tricéides de estrutura funcional tipicamente
bimodal: mecano-quimiorreceptora de contacto.

A presenga deste tipo funcional de sensilas antenares podera conferir, por outro lado,
um papel sensorial especifico as antenas, como seja a exploragdo e reconhecimento de

substratos, na detecgfo da informac8io relativa as caracteristicas fisico-quimicas. Este tipo de
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funcdo pode ser particularmente importante nas fémeas, nomeadamente no contexto
especifico de selecggio de locais de oviposigdo.

Também ndo ¢ de excluir a possibilidade das antenas intervirem no ambito do
processo de acasalamento. De acordo com Marques (1996), os machos parecem responder
positivamente ao contacto, por via antenar, com o corpo das fémeas. Um comportamento que
pode indiciar o reconhecimento, por palpag@o antenar, de uma substincia, eventualmente uma
feromona epicuticular. Hanks er al. (1996) referem, inclusive, que os machos de P.
semipunctata parecem usufruir do seu maior dimensionamento antenar para localizarem as

fémeas.

Em suma, as caracteristicas ¢ diversidade estruturais e fisiologicas das sensilas
quimiorreceptoras antenares de P. semipunctata consolidam a nogéo da importincia sensorial
das antenas nos mecanismos de quimiorrecep¢do olfactiva e gustativa implicados em
fenémenos de localizag8o, identificagdo e selecgdo de espécies hospedeiras e, possivelmente,

de localizagdo e reconhecimento de conspecificos.

7.2. O PAPEL QUIMIO-SENSORIAL DOS PALPOS MAXILARES E LABIAIS E DO
SISTEMA GLANDULAR PROTORAXICO DE P. semipunctata

A identificacio de sensilas olfactivas (sensilas estiloconicas) e mecano-
quimiorreceptoras de contacto (sensilas basiconicas), a nivel dos palpos maxilares e labiais,
concede a este tipo de estruturas uma especializacdo funcional quimiorreceptora. -

Os palpos maxilares e labiais podem ter um papel activo na exploragdo e
reconhecimento das caracteristicas fisicas e quimicas dos substratos, nomeadamente a nivel
do hospedeiro, relacionados, por exemplo, com a selecgfio de potenciais locais de oviposigéo,
dada a localizag#o e estrutura funcional das sensilas neles identificadas.

No entanto, a quimiorrecep¢dio de uma substincia epicuticular protordxica podera
constituir uma hipé6tese funcional a atribuir aos palpos maxilares e labiais. O tacteamento do
protérax da fémea pelo macho (MARQUES, 1992) e a identificagfio de estruturas glandulares a
nivel protordxico sdo factos que permitem admitir uma tal interpretagio funcional. Um
fenémeno no qual a quimiorrecep¢dio de contacto podera constituir o0 mecanismo sensorial
preponderante, com as sensilas basiconicas assumindo possivelmente um papel primordial,
atendendo & sua estrutura funcional mecano-quimiorreceptora de contacto. O presumivel

conteudo proteico da secregdo protoréxica, sugerida pelas caracteristicas citoplasmaéticas das
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células secretoras, aliada a uma volatilidade potencialmente reduzida, podem reforgar a
importancia do fenémeno de quimiorrecep¢do de contacto e, assim, do papel das sensilas
basiconicas na detecgdo da secre¢do glandular protoraxica.

Contudo, a aparente auséncia, em termos estruturais, de um dimorfismo sexual
glandular protoraxico e quimiorreceptor dos palpos maxilares e labiais, permite sustentar a
hipétese de ndo existéncia de uma feromona sexual protoraxica. O facto dos machos terem
revelado um comportamento copulatério indiscriminado, tentando copular, quer com machos,

quer com fémeas (MARQUES, 1996), parece corroborar esta assergio.

Por outro lado, a hipétese de configurar a palpagio do protorax da fémea como um
mecanismo de estimulagdio tactil desenvolvido pelo macho, coloca-se como uma
interpretacdo complementar alternativa.

No entanto, a identificagdo de uma especializagdo glandular protoraxica e quimio-
sensorial dos palpos maxilares e labiais constitui uma base morfolégico-ultrastrutural que
permite sustentar a hipétese do tacteamento bucal do macho sobre o protorax da fémea se

integrar no contexto de uma inter-relagio funcional (quimiorreceptora/glandular).

7.3. O DIMORFISMO SEXUAL ANTENAR DE P. semipunctata

Os estudos morfolégicos a nivel antenar demonstram a existéncia de um dimorfismo
sexual dimensional (WIAUX, 1989; LOPES, 1990) e estrutural. Este tipo de fenémeno leva a
formular algumas interpretagdes de significado funcional, no quadro das relagdes
intraspecificas.

Segundo Hanks et al. (1996) o maior comprimento antenar dos machos parece
converter-se numa oportunidade acrescida de acasalamento face as fémeas, baseando-se no
pressuposto das antenas assumirem um papel de relevo no processo de localizagdo de
conspecificos.

Por outro lado, a caracterizagio sexual (fémeas) configurada pelo padrio de
distribui¢do das sensilas basiconicas da regido distal do segmento flagelar apical, parece
relacionar-se com o dimorfismo sexual antenar da regido glabra (machos), j4 que & possivel
estabelecer-se uma correspondéncia de localizagdo entre os dois fenémenos.

As glandulas de tipo III que integram a matriz glandular subjacente a essa regido
antenar, apresentam, em determinados casos, uma constitui¢do citoplasmatica definidora de

um dimorfismo sexual. Este facto e a particularidade das aberturas cuticulares destas
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glandulas se localizarem numa regidio antenar modificada (glabra) fazem sugerir a hipétese de
sintese e emissdo de uma feromona antenar masculina. As caracteristicas citologicas
evidenciadas pelas respectivas células secretoras induzem a que se trate de uma substincia
onde se pode incluir uma componente de baixo teor volétil, agindo a curta disténcia ou por
contacto.

A estrutura glabra da superficie antenar correspondente a localizagdo das aberturas
glandulares podera corresponder a uma adaptagio de cariz funcional directamente relacionada

com o mecanismo de difusdo glandular.

A produgdo de uma feromona sexual de atracgfio a distdncia é uma hipdtese que
aparentemente n&o encontra fundamentos comportamentais e estruturais em P. semipunctata.
Com efeito, nos casos em que tal acontece, o fenémeno é caracterizado, em termos
estruturais, para além de um dimorfismo sexual glandular, pela ocorréncia de um dimorfismo
sexual olfactivo antenar (CHAMBILLE, 1986; CHAMBILLE et al., 1980; ARNOLD et al,, 1985;

ROOSPARS, 1985).

Também a hipétese de produgio de uma feromona sexual de contacto parece nio
encontrar consisténcia, j& que nos casos em que tal se verificou, como sejam as espécies de
insectos, Semiadalia undecimnotata (Coccinelidae) (JOURDAN et al., 1995), Blaberus craniifer
(Dictyoptera) (CHAMBILLE, 1986) e Mamestra configurata (Lepidoptera) (LIU & LIU, 1984), foi
identificado um dimorfismo sexual quantitativo de sensilas gustativas (quimiorreceptoras de
contacto). Ora, o estudo quantitativo de sensilas antenares de P. semipunctata no indiciou

qualquer fenémeno de dimorfismo sexual relacionado com as sensilas tricoides.

Sendo P. semipunctata uma espécie de actividade crepuscular/nocturna, é expectivel
que os estimulos visuais tenham um papel menor comparativamente aos estimulos quimicos
(olfactivo e gustativo) na defini¢fio e orientagdo comportamental desta espécie.

A identificagdo de sensilas olfactivas nas antenas e palpos maxilares e labiais com
caracteristicas morfologicas e estruturais diversas perspectiva a possibilidade de uma
funcionalidade quimiorreceptora olfactiva diferenciada para aquelas estruturas. As antenas,
com um elevado nimero de sensilas olfactivas e elevado grau de porosidade e de ramificagéio

dendritica, podem ter um papel fundamental na quimiorrecepgdo olfactiva a longa distincia.
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Os palpos maxilares e labiais, por seu lado, caracterizados pela presenga de sensilas
olfactivas de reduzida dimensio e de menor grau de porosidade e de ramificagio dendritica
em compara¢do com as sensilas olfactivas antenares, poderdo ter, em termos de
quimiorrecep¢do olfactiva a longa distdncia, um papel de importancia menor face aquele que
¢ sugerido para as antenas. A sua fungfo olfactiva podera caracterizar-se principalmente na

quimiorrecep¢do a curta distincia.

Por outro lado, a identificagéo de sensilas quimiorreceptoras de contacto nas antenas
€ palpos maxilares e labiais, sugere a possibilidade destas estruturas intervirem
funcionalmente em fenémenos de reconhecimento e selec¢do do hospedeiro e, eventualmente,
na quimiorrecepg¢do de uma substéncia epicuticular intraspecifica, tendo por base os estudos
comportamentais realizados por Marques (1992; 1996).

Deste modo, a importincia e fun¢Sio sensorial das antenas e palpos maxilares e
labiais de P. semipunctata, poderd ser encarada numa perspectiva integrada, com o seu

caracter sensorial especifico e complementar.

Em resumo, o conjunto de resultados decorrentes do presente estudo sugerem ou
mostram que:

e As antenas e os palpos maxilares e labiais de P. semipunctata possuem um sistema
quimiorreceptor estruturalmente diverso;

e As sensilas basiconicas dos tipos I e II, constituem as principais estruturas
quimiorreceptoras olfactivas antenares de P. semipunctata, as quais, de acordo com os estudos
electrofisiologicos, t€ém um papel importante na quimiorrecepgdo olfactiva de compostos de
misturas volateis de espécies hospedeiras e ndo hospedeiras. Uma fungdo que é suposto poder
ser atribuida também as sensilas basicénicas de parede estriada, com uma estrutura funciohal
olfactiva, & semelhanga do que é considerado para sensilas morfologicamente similares as
sensilas basiconicas de parede estriada de P. semipunctata (VAN DER PERS, 1981; CUPERUS,
1985; FAUCHEUX, 1990);

e As sensilas tricéides antenares, com uma ultrastrutura funcional bimodal: mecano-
quimiorreceptora de contacto, podem ter um papel especializado (tictil e gustativo) de
reconhecimento e selecg@io de substratos, entre os quais se inclui o préprio hospedeiro, o qual

nas fémeas podera associar-se ao fenémeno de selecggo de locais de oviposig#o;
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* O protorax de P. semipunctata possui um sistema glandular, cuja secregdo podera
estar na base de um fenémeno comportamental de quimiorrecep¢do, envolvendo os palpos
maxilares e labiais, no contexto das relagGes intraspecificas (actividade sexual);

* As sensilas estiloconicas (olfactivas) e basiconicas (mecano-quimiorreceptoras de
contacto) dos palpos maxilares e labiais de P. semipunctata poderdo ter um papel na pesquisa
¢ reconhecimento de substratos, a que se pode associar a hipdtese de quimiorrecepgio
glandular protoraxica, anteriormente referida;

e A caracterizagéo sexual do padrdo de distribui¢io das sensilas basiconicas da regido
distal do segmento flagelar apical podera estar correlacionada com a existéncia do dimorfismo

sexual antenar da regifo glabra.

Com este estudo, evidencia-se e caracteriza-se um conjunto de estruturas
quimiorreceptoras € glandulares potencialmente envolvidas no fenémeno de comunicagdo
quimica de P. semipunctata, no qual se integram as relagdes interspecificas: P.

semipunctata/hospedeiro, e, possivelmente, intraspecificas: P. semipunctata/P. semipunctata.
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NOTA FINAL

O presente trabalho pretende suprir uma lacuna de conhecimento até agora existente
sobre a anatomia e ultrastrutura dos sistemas quimio-sensorial e glandular de P. semipunctata,
contribuindo para o conhecimento dos aspectos morfologico-funcionais inerentes a
quimiorrecepgdo sensilar e producdo glandular.

O seu contetido constitui um instrumento morfolégico fundamental na perspectiva de
uma anélise e compreensdo integradas dos mecanismos de comunicagéio quimica subjacentes
ao fenémeno de reproducdio de P. semipunctata, nomeadamente daqueles implicados com os
fenomenos de localizag#o, identificagio e selecgdo da arvore-hospedeira e de acasalamento.

Alguns dos aspectos analisados ou deles decorrentes colocam algumas questdes
merecedoras de uma subsequente investigagéo.

Assim, seria interessante investigar, sob o ponto de vista comportamental, a hip6tese
de producéo e emissdo de uma feromona antenar masculina, relacionada com a regido glabra,
e a sua identifica¢8io quimica.

Por outro lado, importaria aferir, nos planos fisiolégico e comportamental, o papel
das sensilas basiconicas da regifio mediano-distal do segmento flagelar apical, tendo por base
as diferencas sexuais estruturais (glandular e de distribuicio sensilar) que caracterizam essa
regido antenar de P. semipunctata, procurando avaliar, no 4mbito particular das relagées
intraspecificas, uma eventual especificidade olfactiva ou ndo.

Do mesmo modo, caberia analisar e definir a natureza composicional glandular
protoraxica de P. semipunctata e avaliar a sua eventual repercussdo comportamental no
ambito das relagdes intraspecificas em simultdneo com a determinagdo do gran de

importancia quimio-sensorial dos palpos maxilares e labiais na sua detecgéo.
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