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RESUMO

A praga Opsiphanes invirae (Huebner, 1818) (Lepidoptera: Nymphalidae), conhecida
como lagarta-desfolhadora-das-palmeiras ataca importantes plantas da familia
Arecacea de interesse socioecondmico. Na fase de lagarta provoca a desfolha das
plantas, causando sérios danos aos cultivos agricolas. No estado do Para, seus
prejuizos sdo mais evidentes nas culturas do coqueiro (Cocos nucifera L.) e palma
de Oleo (Elais guineensesJacq.), estando entre as lagartas desfolhadoras mais
importantes e frequentes em plantios no norte do Brasil. Visando a busca por
meétodos de controle sustentaveis para as culturas de arecaceas, este trabalho teve
como objetivo identificar o dimorfismo sexual, descrever o comportamento sexual da
espécie, caracterizar os tipos de sensilas presentes nas antenas, investigar a
presenca de feromoénio sexual em ambos os sexos, bem como, avaliar a atratividade
em campo das misturas do feroménio de agregacao proposto. O dimorfismo sexual,
relacionado a presenca de feroménio foi caracterizado pela identificagdo das
androcOnias, presentes nos machos. Os estudos do comportamento dos insetos
ocorreram em condicdoes de campo e semi-campo nas fazendas Sococo e
Agropalma, ambas no estado do Para, e na Universidade Federal de Alagoas
(UFAL). A atividade sexual de O. invirae foi caracterizada pelos comportamentos de
corte de ambos os sexos, pré-copula com a disseminacao do feroménio afrodisiaco
dos machos para estimulo sexual das fémeas, e copula. O estudo da distribuicéo e
tipos de sensilas antenais associadas ao comportamento foram realizados nas
antenas de machos e fémeas de O. invirae. A analise morfolégica das antenas,
permitiu identificar seis tipos de sensilas: duas tricoides, trés caéticas, coleocbnicas,
esquamiformes, auricilicas e a de Bohm. As sensilas tricoides foram as mais
abundantes na antena, sendo estas reconhecidas por sua funcao de receptoras de
feromodnio. Os volateis de O. invirae foram obtidos através das técnicas de aeracdo
dindmica e extracdo por solvente de partes do corpo do inseto. As analises quimicas
revelaram a presenca de compostos macho-especificos, tais como: linalol, (E)-B-
Farneseno, (E)-nerolidol, (Z)-7-hexadeceno e (Z)-7-heptadeceno. Além destes, a
presenca do composto (E)-B-ocimeno, comum a machos e fémeas. As antenas das
fémeas apresentaram uma resposta significativa aos extratos dos machos nos
ensaios eletroantenograficos, indicando a presenca de compostos biologicamente
ativos no macho. As andlises eletrofisologicas, revelaram que nas amostras da asa
posterior do macho, trés compostos provocaram a despolarizacdo nas antenas das
fémeas, sendo estes, (E)-B-farneseno, (E)-nerolidol e (Z)-7-heptadeceno. O proposto
feromonio de agregacédo de O. invirae, constituido pelos compostos (E)-B-farneseno,
(E)-nerolidol e (Z)-7-heptadeceno, demonstrou ser efetivo para a captura dos
insetos-pragas nas armadilhas, contribuindo para o0 manejo desta praga.

Palavras-chave: Lagarta-desfolhadora-das-palmeiras. Feromoénio de agregacgéao.
Comportamento sexual. Androcbnia. Eletroantenografia. Coleta massal. (E)-B-
farneseno. (E)-nerolidol. (Z2)-7-heptadeceno.



ABSTRACT

The species Opsiphanes invirae 1818 (Lepidoptera: Nymphalidae), known as
the palm tree defoliator caterpillar, is a plague that attacks important plants of the
Arecaceae family of socioeconomic interest. During the larval stage this plague
causes defoliation of plants, causing severe damage to agricultural crops. In the
State of Para its damages are more evident in coconut (Cocos nucifera L.) and palm
oil crops (Elais guineenses Jacqg.), being among the most important and frequent
defoliator larvae in plantations in northern Brazil. Aiming the search for sustainable
control methods for Arecaceae crops, this study aimed to identify the sexual
dimorphism, describe the species sexual behavior, characterize the types of antennal
sensilla, identify the occurrence of sex pheromone in both sexes, as well as evaluate
the attractiveness in field using the proposed aggregation pheromone mixtures.
Sexual dimorphism, related to the presence of pheromone, was characterized by the
identification of androconia which occur in male. Studies of insect behavior took
place in field and semi-field conditions at Sococo and Agropalma farms, both in the
state of Par4, and at the Federal University of Alagoas (UFAL). The sexual activity of
O. invirae was characterized by the cutting behaviors of both sexes, pre-copulation
with the dissemination of the male aphrodisiac pheromone for the sexual stimulation
of females, and copulation. The study of distribution and types of antennal sensilla
associated to behavior were performed in both male and female antenna of O.
invirae. Through morphological analysis of the antenna it was possible to identify six
types of sensilla: two types of trichodea sensilla, three types of chaetica, coeloconica,
squamiformia, auricilica and Bohm sensilla. Trichodea sensilla were the most
abundant in the antenna known for its pheromone receptor role. The volatiles of O.
invirae were obtained through the dynamic aeration and solvent extraction
techniques of insect body parts. Chemical analysis revealed the presence of male-
specific compounds such as: linalool, (E)-B-Farnesene, (E)-nerolidol, (2)-7-
hexadecene and (Z)-7-heptadecene as well as (E)-B-ocimene, common to both male
and female. The female antennas revealed a significant response to the extracts of
male in the electroantennographic assays thus indicating the presence of biologically
active compounds in the male. Electrophysiological analyzes revealed that in the
samples of male’s posterior wing, three compounds caused depolarization in the
antennae of O. invirae females: (E)-B-Farnesene, (E)-nerolidol and (2)-7-
heptadecene. The proposed O. invirae aggregation pheromone, consisting of the
compounds (E)-B-farnesene, (E)-nerolidol and (Z)-7-heptadecene, was effective on
the capture of insect pests in traps, contributing to their management.

Keywords: Palm tree defoliator caterpillar. Aggregation pheromone. Sexual
behavior. Androconia. Electroantennography. Mass collection. (E)-B-farnesene. (E)-
nerolidol. (Z)-7-heptadecene.
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1 INTRODUCAO GERAL

Opsiphanes invirae (Hubner, 1818) (Lepidoptera: Nymphalidae) € uma
espécie com ocorréncia relatada desde a década de 40 e esta distribuida na
América Central e do Sul (LEPESME, 1947; BRISTOLW, 1991). No Brasil, sua
ocorréncia foi relatada em quase todos os estados, a partir da década de 60 (SILVA
et al., 1968; FERREIRA et al. 1998). Inicialmente, o0s surtos ocorriam
esporadicamente e de maneira isolada, assim, O. invirae mantinha o status de praga
secundéria. A partir da década de 70, esta espécie passou a ser relatada como
importante praga do coqueiro (Cocos nucifera L.) e da palma de 6leo (Elaeis
guineensis Jacq.) (LORDELLO, 1949; RAI, 1973). Nas ultimas décadas, no estado
do Para, O. invirae vem causando prejuizos evidentes em ambas as culturas,
passando a ser considerada praga primaria, estando entre as lagartas desfolhadoras
mais importantes e frequentes em plantios no norte do Brasil (HOMMA et al., 2005;
RIBEIRO et al., 2010; FERREIRA et al., 2015; TINOCO,2016).

De maneira geral, O. invirae infesta arecaceas de relevante interesse
socioeconémico, causando a destruicdo dos foliolos, levando a grandes prejuizos
econdmicos (BRANDAO et al., 2017; FERREIRA et al., 2015; TINOCO,2016). As
lagartas alimentam-se de folhas, destruindo o limbo foliar, provocando sérios danos
em suas plantas hospedeiras (NETO DE SA et al., 2011). O desfolhamento causado
por seu habito alimentar, afeta a transpiracdo e fotossintese da planta, atrasando
seu desenvolvimento e a produtividade (FERREIRA; LINS, 2006; FERREIRA et al.,
2015).

O manejo de O. invirae é realizado com uso de armadilhas atraentes
contendo solucdo de melaco e as vezes inseticida, além de pulverizagbes com
Bacillus thuringiensis (Bt), uma bactéria entomopatogénica bastante utilizada por sua
capacidade de produzir cristais toxicos aos insetos durante 0 seu processo de
esporulacdo (BRANDAO et al., 2017; FERREIRA et al., 2015). Embora na literatura
se encontre relato do uso do inseticida quimico triclorphon a 0,1 % em armadilhas
distribuidas no campo para controle dos adultos de O. invirae (HOMA et al., 2005),
no site do AGROFIT (Sistema de Agrotoxicos Fitossanitarios) verifica-se a
recomendacdo de apenas o inseticida bioloégico Dipel (Bt) para as culturas do
coqueiro e bananeira. Apesar da aplicacdo de B. thuringiensis reunir vantagens,

como especificidade e seletividade, sua baixa persisténcia em campo, tornou-se um
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dos principais entraves para seu uso em larga escala (GLARE; O'CALLAGHAM,
2000; POLANCZYK et al., 2006).

Dessa forma, a necessidade de implementacdo do Manejo Integrado de
Pragas (MIP), associando as estratégias utilizadas com a ado¢ado de novas técnicas,
de baixo ou nenhum impacto ambiental torna-se de grande importancia para o
controle efetivo para o controle de O. invirae (VILELA, 1992). Com isso, 0 uso de
feromobnios tem sido considerado a base para estratégias eficientes e sustentaveis
de manejo de insetos pragas (WITZGALL et al., 2010).

Apesar dos feromonios apresentarem vantagens relevantes em relacdo aos
inseticidas sintéticos, tais como especificidade, seguranca para organismos
benéficos e auséncia de toxicidade (BENTO et al., 2016), na literatura ainda ndo ha
dados sobre a utilizacdo de semioquimicos no manejo de O. invirae. No entanto,
sabe-se que os feromOnios sexuais, podem ser uUteis em armadilhas como
instrumento de deteccdo e controle de insetos-pragas (EL-SAYED et al., 2006;
KNIGHT et al, 2014; TREMATERRA, 1997).

Diversas abordagens empregam feromonios para manipular ou interromper o
comportamento natural dos insetos, de forma que haja reducdo no nivel
populacional e reducdo dos danos aos cultivos (WELTER et al., 2005). Até o
momento, ndo foram relatados estudos sobre o comportamento reprodutivo e a
composicdo quimica do feroménio de O. invirae. Dessa forma, conhecer o
comportamento do inseto é fundamental para uma abordagem mais intensiva no
controle da praga, assim como para o desenvolvimento de estratégias de manejo.

O presente trabalho objetivou o estudo da ecologia quimica de O. invirae
visando desenvolvimento e aplicacdo do feromdnio sintético para o controle e
monitoramento dessa praga. Deste modo, tais conhecimentos poderdao contribuir
significamente para a adog¢do de novas técnicas de manejo integrado nas culturas

agricolas.



20

2 REVISAO DE LITERATURA.

2.1 Opsiphanes Invirae

2.1.1 Distribuicdo biogeogréfica e plantas hospedeiras de O. invirae

O género Opsiphanes Doubleday (1849) (Lepidoptera: Nymphalidae), esta
distribuido nas regibes da América Central e do Sul, e compreende 13 espécies
descritas (DA NEVES, 2016; PENZ, 2007). A espécie neotropical Opsiphanes invirae
(Huebner, 1818) (AUSTIN et al., 2007; DA NEVES, 2016; CASAGRANDE, 1995), é
considerada uma importante praga de culturas agricolas da familia Arecaceae
(FERREIRA et al., 2015). Sua disseminacdo no Brasil tem sido registrada em
diferentes biomas: Amazobnia, Cerrado e Mata Atlantica, demonstrando a alta
capacidade adaptativa desta espécie (BRITO, 2017; MARTINS et al., 2017; HOMMA
et al., 2005; NETO DE SA et al., 2011; OLIVEIRA, 2017; RIBEIRO et al., 2013). A
ocorréncia desta praga foi relatada nos estados do Para (Regido Norte); Maranhéao,
Ceara, Rio Grande do Norte, Alagoas, Pernambuco, Sergipe e Bahia (Regido
Nordeste); Rio de Janeiro e Minas Gerais (Regido Sudeste) e Rio Grande do Sul
(Regidao Sul) (BRITO, 2017; FERREIRA et al., 1998; MARTINS et al., 2017; NETO
DE SA et al., 2011; OLIVEIRA, 2017; SILVA et al, 1968.

No norte do Brasil, a alta incidéncia de O. invirae, conhecida como lagarta-
desfolhadora-das-palmeiras, tem causado severos danos aos cultivos comerciais de
coqueiro (Cocos nucifera L.) e palma de 6leo ou dendezeiro (Elaeis guineenses
Jacq.). Em palmeiras nativas como acai (Euterpe oleracea Mart.), jeriva (Syagrus
romanzoffianum), carnauba (Copernicia cerifera) e butiazeiro (Butia eriospatha),
além de palmeiras ornamentais como palmeira imperial (Roystonea oleraceae),
palmeira-de-leque (Livistona rotundifolia) e palmeira-de-leque-da-Australia (Livistona
australis) também ha registro de ataques, bem como em plantas da familia
Musaceae, a exemplo da bananeira (Musa paradisiaca) (FERREIRA et al., 2015;
HOMMA et al., 2005).

No Brasil, além de O. invirae, ha registros das espécies O. quiteria
meridionalis Staudinger, 1877, nas regides da Mata Atlantica do sul da Bahia (DA
NEVES, 2016) e no estado de Santa Catarina (CASAGRANDE; MIELKE, 2005), e O.

cassiae (Linnaeus, 1758), na regido de Mata Atlantica no Rio Grande do Norte. A



21

subespécie O. invirae amplificatus Stichel, 1904, foi relatada no Rio Grande do Sul
(SALGADO-NETO; LOPES-DA-SILVA, 2011).

2.1.2 Aspectos biologicos e comportamentais

O adulto de O. invirae € uma borboleta frugivora, de habito diurno e voo alto e
rapido. O macho mede cerca de 6 a 8 cm e a fémea, 7 a 8,5 cm de envergadura.
Suas asas sdo de cor marrom na extremidade e marrom-avermelhada na base. As
asas anteriores possuem uma larga faixa de coloracdo amarelo-alaranjada, com
angulo apical marcado por duas machas brancas, e asas posteriores levemente
dentadas, com faixa circular amarela (Figura 1) (NETO DE SA et al., 2011;
FERREIRA et al., 1998).

Figura 1 - Adultos de Opsiphanes invirae (Lepidoptera: Nymphalidae): (A)

fémea e (B) macho.

=

A

Foto: Jakeline Santos, 2018.

Em geral, o tamanho das fémeas é superior ao dos machos (FERREIRA;
LINS, 2006). Esta difere do macho por apresentar coloracdo mais clara e maior
largura da faixa amarela nas asas anteriores. O macho apresenta, na asa anterior,
faixa transversal mais estreita (Figural) (FERREIRA et al.,1998).



22

A lagarta de O. invirae comumente se encontra na face inferior dos foliolos,
por cima de uma secrecao fina sedosa, tornando-se quase imperceptivel em virtude
de sua coloracdo verde. Possui o corpo verde com faixas longitudinais claras,
apéndices cefalicos em forma de espinho e extremidade do corpo bifurcada. Em seu
altimo instar mede cerca de 10,0 cm de comprimento (Figura 2A) (FERREIRA et al.,
2015; NETO DE SA et al., 2011). A pupa de O. invirae é inicialmente de cor verde-
clara brilhante, mudando para a cor marrom apresentando listras transversais e
longitudinais réseo-ferrugem. Apresenta em sua regido cefalica duas pequenas
manchas douradas, e mede cerca de 35 mm a 40 mm de comprimento (Figura 2B)
(FERREIRA, 2012; FERREIRA; LINS, 2006; HOMMA et al., 2005). Com a
proximidade da fase de pupa, as lagartas se deslocam em busca de local para
pupar, ficando dependurada em algum local da planta até emergéncia do adulto, em
geral nos foliolos préximo ao estipe. Quando em alta infestacao, € possivel observar
pupas ao longo do estipe, e em plantas de cobertura para solo (HOMMA et al., 2005;
TINOCO, 2016).

Figura 2 — Lagarta e crisalida de Opsiphanes invirae (Lepidoptera:
Nymphalidae): (A) lagarta no altimo instar; (B) crisélida sadia (esquerda) e

parasitada (direita)

Fonte: Autora, 2018. Escala real.
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Segundo Ferreira (2006), o ciclo de vida de O. invirae tem duracdo de 59 a 77
dias. A fase de ovo dura de 8 a 10 dias; a de lagarta, que possui quatro ecdises,

possui duracéo de 36 a 47 dias e, a fase de pupa, cerca de 15 a 20 dias (Figura 3).

Figura 3 - Ciclo biologico de Opisiphanes invirae (Lepidoptera: Nymphalidae)

Adulto Ov

W

Ciclo completo

1
I

15-20 59-77 dias | 8-10
v

-

Pupa

36-47

A - ——————

Foto: Autora, 2018.

Os ovos, de maneira geral sdo colocados em posturas individuais, podendo
ser encontrados de dois a trés ovos em conjunto no foliolo. As cores dos ovos
variam de cinza claro leitoso a leitoso com linhas pretas e vermelhas, possivelmente
em funcdo do desenvolvimento do embrido no interior do ovo. (FERREIRA, 2006;
TINOCO, 2016)

Em plantios de palma de 6leo, o ciclo desta espécie no campo ocorre a cada
dois meses, totalizando seis geracées ao longo do ano (TINOCO, 2016).
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2.1.3 Danos e importancia econémica

No estagio larval de O. invirae, esta alimenta-se de folhas, destruindo o limbo
foliar, das bordas para o centro, causando sérios danos em suas plantas
hospedeiras (NETO DE SA et al., 2011; HOMA et al., 2005) (Figura 4). O
desfolhamento afeta a transpiragdo e a fotossintese da planta, atrasando o
desenvolvimento e reduzindo a produtividade (FERREIRA; LINS, 2006).

Uma larva de O. invirae é capaz de consumir até 800 cm? de folha,
representando uma reducao significativa da area foliar, que em casos severos, pode
levar & morte da palmeira (BRANDAO et al., 2017; LEMOS; BOARI, 2010). Pode ser
considerada uma praga perigosa por atingir uma alta repentinamente, e pela
voracidade de suas larvas (FERREIRA; LINS, 2006). A infestacdo ocorre
inicialmente na periferia do plantio, onde as larvas se dispersam passando de uma
planta para outra, causando assim, infestacdo em toda a area (BRANDAO et al.,
2017). Dentre as injurias do atague das larvas sdo observados destruicdo do limbo
foliar, ficando apenas as nervuras centrais, anormalidade no desenvolvimento e
reducdo de tamanho dos cachos das plantas (AGROFIT, 2003).

No norte do Brasil, O. invirae € uma importante praga das culturas da palma
de 6leo e coco, pelo frequente ataques a estes plantios (HOMA et al., 2005). Os
surtos populacionais desta praga podem ser um entrave para a produtividade destas
culturas, especialmente pelos danos econémicos que podem causar (LEMOS;
BOARI, 2010; RIBEIRO et al., 2010).

Figura 4 - Dano provocado pela lagarta de Opisiphanes invirae (Lepidoptera:
Nymphalidae) em plantas de palma de 6leo (Elaeis guineenses)
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Fonte: Autora, 2018.

2.2 Monitoramento de O. invirae

O monitoramento do adulto de O. invirae no plantio de coqueiro ocorre com
uso de armadilhas confeccionadas com recipientes plasticos, contendo o atrativo
alimentar melaco da cana-de-acucar (Figura 5A). Atualmente o uso destas
armadilhas é a medida mais eficiente para 0 monitoramento e auxilio na reducéo da
populacdo da praga, a depender da densidade populacional e do quantitativo de
armadilhas. A armadilha tipo “caga-borboleta”, possui uma abertura para entrada e
pouso de um grande numero de insetos adultos. A captura das borboletas ocorre a
medida que estas sdo atraidas e ficam presas ao pousarem no melaco, € morrem.
O monitoramento deve ser diario visando a remocdo dos insetos capturados com
auxilio de uma espatula, e reposicdo do atraente alimentar, quando necessario
(FERREIRA et al., 2015).

No estagio larval, o monitoramento de O. invirae nas culturas do coqueiro e
palma de Oleo, ocorre com uso do bioinseticida a base da bactéria Bacillus
thuringiensis (Dipel®, Thuricide®, Bac-control® e Agree®) (FERREIRA et al., 2015;
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SILVA et al., 2015; TINOCO, 2008). Para uso do produto Dipel®, o nivel de dano
econdmico considerado na cultura do dendé para utilizacdo nas formulacdes WP e
SC, é de 5,14-2,98 lagartas por folha, respectivamente (TINOCO, 2016). A aplicacéo
com bioinseticida € recomendada nas horas mais a mena do dia, preferencialmente
a tarde. A morte das lagartas ndo ocorre de imediato, como nos inseticidas
sintéticos, cessando a movimentacdo e a alimentacdo somente apos 3 a 4 dias
(FERREIRA et al., 2015).

2.3 Controle de O. invirae

2.3.1 Controle Massal de O. invirae

A metodologia mais utilizada para reducdo da populacdo de adultos de O.
invirae ocorre com o0 uso de armadilhas confeccionadas com sacos plasticos,
contendo melaco de cana-de-acUcar como atrativo alimentar e em alguns casos
adicionada de solucéo inseticida (LEMOS; BOARI, 2010; FERREIRA et al., 2015).

Na captura massal dos adultos de O. invirae, estas armadilhas sao
distribuidas em todo o plantio, contendo uma abertura para entrada dos insetos
adultos (Figura 5B). A armadilna em sacola plastica consiste basicamente em um
saco de plastico transparente (1 m x 0,60 m), onde a entrada da armadilha é
mantida parcialmente aberta por um laco de arame oval, através do qual as
borboletas entram, mas ndo conseguem sair, ficando presas a sacola. Dentro desta,
contém uma garrafa de plastico com pequenas aberturas, contendo a isca atrativa,
gue pode ser o melaco puro ou a mistura de melaco com agua. As armadilhas séo
suspensas no estipe da planta a uma altura de aproximadamente 150 cm do solo
(LORIA et al.,, 2002). Entre suas vantagens adicionais, estdo a possibilidade de
seguir a dindmica da populacdo da praga e o fato de n&o usar inseticidas
(CHINCHILLA, 2003).
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Figura 5 - Armadilhas utilizadas em campo para captura de O. invirae contendo
melagco da cana-de-agucar

Fonte: A) Autora, 2018; B) Jakeline Santos, 2018.
LEGENDA

A) recipiente plastico;

B) saco plastico;

2.3.2 Controle Bioldgico de O. invirae

O controle biolégico € um dos pilares de sustentacdo dos programas de
Manejo Integrado de Pragas, que em conjunto com outros métodos, torna-se uma
importante medida de controle para manutencao da populagcéo de pragas abaixo do
nivel de dano econémico (PARRA et al., 2002). Considerado um componente-chave
de combate a pragas resistentes a inseticidas, retirada de produtos quimicos e
reducdo do uso de pesticidas em agroecossistemas (BALE et al., 2008).

No manejo de O. invirae, aplicacdes do produto comercial Dipel® a base da
bactéria Bacillus thuringiensis var. Kurstaki, mais descrito como Bt, tem sido
recomendado aos cultivos de coqueiro, palma de 6leo e bananeira como estratégia
para reducdo da populacdo desta espécie-praga (AGROFIT, 2003; BRASIL, 2010;
SILVA et al., 2015; TINOCO, 2016). A bactéria Bt é reconhecida como um excelente
entomopatdégeno para uso em culturas comerciais, sendo bastante utilizada por sua
toxicidade aos insetos (PORTELA-DUSSAN et al., 2013). Esta toxicidade advém da
sua capacidade de produzir cristais durante seu processo de esporulacdo, e
sobretudo pela formacdo de poros na membrana plasmatica do intestino médio dos
insetos suscetiveis, causando assim, a lise celular (SCHNEPF et al., 1998;
VACHON, LAPRADE; SCHUARTZ, 2012).
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A recomendacéao para o controle de O. invirae é a preparacdo de uma solucao
com 300g do produto comercial Dipel diluidos em 100 litros de agua, pulverizados na
area atacada (BARCELOS et al., 1995; TINOCO, 2016). A eficiéncia do uso do
inseticida biolégico Bt para o controle de O. invirae esta associada ao momento
correto de aplicacdo, pois em lagartas com instares mais avancados, existe maior
ingestdo das particulas toxicas que se encontram nas folhas pulverizadas, e
consequentemente na reducdo da geracao seguinte (FERREIRA et al., 2015). Uma
das principais vantagens do uso deste bioinseticida, € sua especificidade. Em
contrapartida, sua baixa persisténcia em campo, tornou-se um dos principais
entraves para seu uso em larga escala (GLARE; O’CALLAGHAM, 2000;
POLANCZYK et al., 2006).

No Brasil, agentes de controle biolégico de O. invirae tém sido relatados.
Dentre esses inimigos naturais estdo os predadores de lagartas, Alcaeorrhynchus
grandis (Hemiptera: Pentatomidae) e formigas do género Wasmannia (Hymenoptera:
Formicidae); parasitoides de pupa como Trichospilus diatreae (Hymenoptera:
Eulophidae) e Conura maculata (Hymenoptera: Chalcididae); infeccées por fungos
do género Paecilomyces e Iflavirus isolado de imaturos de O. invirae, nomeado
Opsiphanes invirae Iflavirus 1 (OilV-1). Destacam-se dentre estes organismos, O
predador natural A. grandis, o parasitoide C. maculata e o0s agentes
entomopatogéncios relatados como organismos com potencial para uso na
supressdo da populacéo da espécie O. invirae (RIBEIRO et al., 2010; RIBEIRO et
al., 2013; SALGADO-NETO; LOPES-DA-SILVA, 2011; SILVA et al., 2015; TINOCO,
2016).

2.4 Controle mediado por semioquimicos

Os insetos utilizam as informag¢des quimicas no ambiente em todos os
estagios de seu desenvolvimento, para localizacdo de recursos alimentares,
oviposigcao e hibernagéo, para se unirem aos coespecificos, acasalamento, defesa,
reconhecimento de habitats ou hospedeiros (AGELOPOULOS et al., 1999). Estas
informacdes quimicas sdo denominadas de semioquimicos (sinais quimicos), que
sdo os compostos produzidos naturalmente pelos insetos que regem todos os

aspectos do seu comportamento (EL-SAYED et al., 2006).
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O conhecimento dos semioquimicos e suas interacdes fazem parte das
pesquisas em ecologia quimica, que contribui para a compreensdo do
comportamento, desenvolvimento e evolugcdo dos organismos. De forma pratica,
fornece a base para o uso bem-sucedido de produtos semioquimicos para o controle
de pragas como alternativa ao amplo uso de inseticidas (AGELOPOULOS et al.,
1999; EVENDEN; SILK, 2016).

Os semioquimicos foram classificados em varias categorias funcionais com
base no tipo de interacdo, se intraespecifica ou interespecifica, e com base nos
custos e beneficios que cada organismo da interagcdo tera: denomina-se feromonio
para os compostos que mediam as relagfes entre individuos da mesma espécie
(acdo intraespecifica) e aleloquimicos para os sinais quimicos que mediam as
interacbes entre individuos de espécies diferentes (acdo interespecifica)
(EVENDEN; SILK, 2016; VILELA; DELLA LUCIA, 2001).

2.4.1 Uso de Ferombnios Sexuais no MIP

Os feroménios podem ser definidos como “substancias, que sao secretadas
para o exterior por um individuo e, quando percebidas por um segundo individuo da
mesma espécie, desencadeiam uma resposta especifica” (KARLSON; LUSCHER,
1959; ZARBIN et al., 2007). Sdo conhecidos como substancias mensageiras entre
os individuos, e secretados por muitos insetos, elicitando respostas
comportamentais em espécies coespecificas (VILELA; DELLA LUCIA, 2001;
KIRSCH, 1988).

Os compostos volateis resultam da atividade metabdlica de cada organismo,
onde pequenas diferencas genéticas, dietéticas e ambientais, tornam improvavel
gue dois organismos produzam a mesma mistura de compostos organicos volateis.
Em geral os grupos de odores sao especificos de cada espécie, indicando o sexo e
outras informacdes instraespecificas (REGNIER; LAW, 1968).

Os feromonios sexuais sdo 0s responsaveis pela atracdo entre 0s sexos
opostos, para fins de acasalamento (VILELA, 1992). Dentre os semioquimicos, 0s
feromonio sexuais séo de longe os mais estudados, com identificacdo em diversas
ordens de inseto (GINZEL, 2010). Os registros de maior sucesso sédo os feromonios
sexuais de lepidopteros e os de agregacdo dos coledépteros (HOWSE et al., 1996).

Os feromdnios em geral, sdo misturas de varios componentes, majoritarios e
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minoritarios, fundamentais para obtencdo do comportamento reprodutivo
(ALTSTEIN, 2004).

No manejo integrado de pragas, o uso dos feromdénios tem sido utilizado
principalmente nos sistemas de monitoramento e nas técnicas de controle:
interrupcdo do acasalamento e captura massal (ZARBIN et al., 2007).

O monitoramento faz uso de armadilhas com feromoénio para determinar a
presenca e densidade da praga em campo, visando determinar quando a populacéao
do inseto-praga atingiu o nivel de dano econémico, indicando o momento de controle
e reducdo do uso desnecessario de inseticida. Sdo Uteis para alertar o produtor
sobre a incidéncia de pragas e definir areas de infestacdo (TREMATERRA, 1997;
ZARBIN; RODRIGUES, 2009).

No monitoramento, o uso do feromonio sexual da mariposa da ervilha, Cydia
nigricana (Lepidoptera: Tortricidae), tem sido um bom exemplo do estabelecimento
desta tecnologia para o sistema de manejo desta espécie-praga. O monitoramento
desta mariposa ocorre em areas menores que 50 ha, com uso de duas armadilhas
contendo feromonio, mantidas distantes, e vistoriadas a cada dois dias. Quando as
armadilhas apresentam uma captura acima de 10 ou mais mariposas, em dias
consecutivos, indicam o nivel de controle (GOULART et al., 2015; HOWSE et al.,
1996). As armadilhas iscadas com ferom&nio possuem importantes caracteristicas,
como a sensibilidade e seletividade, tornando-se excelentes instrumentos no manejo
de pragas, para deteccdo da presenca do inseto-praga e monitoramento da
fenologia do horario de voo (WITZGALL et al., 2008).

Na técnica do confundimento ou interrupcdo do acasalamento existe uma
interferéncia ou forte bloqueio da transmissao de sinais entre 0s parceiros sexuais.
O confudimento ocorre com liberagcdo do feroménio sintético na area objeto de
controle para diminuir ou impedir a habilidade dos insetos de localizar seu parceiro,
reduzindo o acasalamento e consequentemente, a populacdo de pragas (BENTO,
2001). Esta técnica provoca desorientagdo e interrup¢cdo da comunicagdo entre os
sexos, atrasando, reduzindo ou evitando a fertilizacdo de fémeas (WITZGALL et al.,
2010).

O uso de feromonios sexuais em sistemas de interrupcdo do acasalamento e
armadilha em massa foram implementadas com sucesso em programas de manejo
de muitas espécies de pragas, notadamente em lepiddpteros. Witzgall (2008) relata

sobre o aumento da eficacia do sistema de interrupcdo do acasalamento com 0 uso



31

a longo prazo para a reducao significativa das populacdes, diversamente ao que
ocorre com 0 uso de inseticidas. Desta forma, o sistema de interrup¢édo do
acasalamento tem permitido um controle sustentavel e confiavel para os produtores.

Na coleta massal faz-se uso dos feromonios sintéticos e atrativos alimentares
como iscas para atracdo dos insetos-alvos para uma armadilha, com intuito de
captura e mortalidade (EL-SAYED et al., 2006). O objetivo é a captura seletiva de
um numero significativo de insetos-praga alvo, em uma grande quantidade de
armadilhas, visando manter sua populacdo abaixo do nivel de dano econdémico
(BENTO, 2001). A aniquilagdo em grande quantidade, por armadilhamento em
massa ou atrai-e-mata, depende da atracdo de um ou ambos 0s sexos em uma isca,
em combinag¢do com uma armadilha de grande capacidade ou um alvo impregnado
com inseticida. Para uso desta técnica, € necessaria uma potente atracdo dos
insetos, ao contrario da deteccdo e monitoramento, que requer somente uma
pequena proporcéo da populagédo para amostragem (WITZGALL et al., 2010).

A técnica de armadilhagem em massa e monitoramento, possui em conjunto
uma producdo de iscas anual na casa de dezenas de milhdes, abrangendo ao
menos 10 milhdes de hectares (WITZGALL et al., 2010). Um exemplo de sucesso
com essa técnica no Brasil e na América tropical, € o feroménio de agregacéo do
Rhynchophorus palmarum (Coleoptera: Curculionidae), o Rincoforol. Esta praga é
muito importante em palmeiras, como o0 coqueiro e a palma-de-6leo, pelos danos
diretos que causa as plantas e por ser o principal vetor do nematoide causador do
anel vermelho, Bursaphelenchus cocophilus (Aphelencoididade). Atualmente, a
medida mais eficiente para controle deste inseto-praga é o uso da técnica de
armadilha em massa, tipo balde, iscada com o Rincoforol e potencializada com um
atraente alimentar, como a cana-de-acucar (OEHLSCHLAGER et al., 1993;
NAVARRO et al.,, 2002). Podemos destacar ainda, os feromoénios da lagarta do
cartucho, Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae); da broca do café,
Hypothenemus hampei (Coleoptera: Curculionidae); da traca do tomateiro, Tuta
absoluta (Lepidoptera: gelechiidae) e da broca da raiz da cana-de-acgucar, Migdolus
fryanus (Coleoptera: Vesperidae), como exemplos de ferombnios comercializados
para fins de controle massal no mercado brasileiro (GOULART et al., 2015).

Grande parte dos estudos com semioquimicos sdo motivados pelo interesse
em explora-los como elemento no Manejo Integrado de Pragas (MIP). A importancia

destes se da pela necessidade de maior compreensdo do comportamento dos
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insetos mediado por sinais quimicos, e pelas perspectivas de significativas
contribuicbes ao surgimento de novos métodos racionais de controle (GINZEL,
2010).

O uso de feromonios sexuais tem proporcionado vantagens significativas na
redugéo de custos e ao meio ambiente, favorecendo ndo somente o produtor, como
também o consumidor, e toda a sociedade (ZARBIN et al., 2007). Paralelo a isto,
além dos componentes do ferombnio serem especificos de cada espécie,
apresentam-se como ferramentas seguras para 0S organismos benéficos,

mostrando-se ideias aos programas de manejo de pragas (BENTO et al., 2016).

2.4.2 Feromdnios sexuais de Lepiddpteros

Os ferombnios de lepidopteros foram os primeiros a ser amplamente
estudados, possuindo uma extensa lista, destacando-se os obtidos de fémeas
(GANAI et al., 2017). O primeiro feromdnio sexual identificado foi o da mariposa do
bicho-da-seda, Bombyx mori Linnaeus, 1758 (Lepidoptera: Bombycidae),
denominado Bombicol (BUTENANDT et al., 1959). Apdés esta descoberta,
feromdnios de mais de 500 espécies de insetos foram identificados e introduzidos na
agricultura como agentes de controle de pragas (UJVARY, 2010).

No Brasil, os primeiros feromoénios sexuais identificados de insetos-pragas de
interesse comercial foram os das mariposas Trichoplusia ni (Lepidoptera: Noctuidae)
e Pectinophora gossypiella (Lepidoptera: Gelechiidae) em 1966 (ZARBIN;
RODRIGUES, 2009). Embora os feromobnios sexuais provenientes das fémeas
sejam o0s mais conhecidos pela ocasido da identificacdo de mais de 150 espécies de
insetos, sabe-se que estes também podem ser liberados pelos insetos machos, com

dados de aproximadamente 50 espécies relatadas (GANAI et al., 2017)

2.4.3 Feromdnios sexuais de macho em lepidoptera

Os lepidopteros adultos possuem basicamente, além das glandulas que
pertencem fisiologicamente ao duto digestivo, somente glandulas odoriferas sexuais
ligadas a esfera sexual, através da emissdo de odores das fémeas para atracao dos
machos, ou pela liberacdo de aromas estimulantes dos machos para as fémeas

(BARTH, 1980). O feromoénio sexual feminino tem o potencial de estimular os
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machos para cOpula com sua atuacdo a longas distancias. J& o feromonio sexual
masculino, possui como caracteristica, o fato de atuar a curtas distancias,
favorecendo a aceitacdo da fémea para copula (GANAI et al., 2017).

Nas borboletas, além do aspecto visual, a escolha do parceiro é influenciada
por elementos olfativos, fundamentais a um curto alcance (RAUSER; RUTOWSKI,
2003).

Existe uma diversidade de estruturas que emitem aromas afrodisiacos em
lepidopteros, conhecidas como estruturas cuticulares epidérmicas especializadas, e
muitas vezes ligadas as células glandulares, chamadas de 6rgdos androconias.
Estes variam de forma, indo desde escamas especializadas nas asas, a tufo de
pélos (“hairpencil”’), localizados no abdome, pernas e térax (BOPRE, 1989:
ROELOF, CARDE, 1977; SCUDDER, 1877). Em algumas borboletas das familias
Nymphalidae e Pieridae, a producdo dos aromas ocorre em glandulas odoriferas
presentes nos machos, onde a dispersdo destes odores acontece através de
escamas especializadas, as androcOnias, que estdo presentes nas asas anterior e
posterior destes insetos. Em muitas espécies, os aromas, ou feroménios, usados
pelos machos para o cortejo de fémeas, sdo perceptiveis aos humanos (Tabela 1)
(ANDERSON et al., 2007; BARTH, 1980; GANAI et al., 2017; RAUSER; RUTOWSKI,
2003; YILDIZHAN et al., 2009).
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Tabela 1 - Espécies de insetos machos que emitem aromas perceptiveis aos humanos e qualificados de acordo com o tipo de
odor (BARTH, 1980)

Familia Espécie Classificacdo| Localizacédo das glandulas Qualidade do cheiro
. Opsiphanes invirae isagoras (seg. Borboleta |Placas glandulares nos quarto e Agradavel como baunilha
Nymphalidae Barth, 1952a) . o
guinto segmentos abdominais
Pieris brassicae e outras espécies Escamas odoriferas na face Aromatico, acido, agradavel como certas
. i L Borboleta , . )
Pieridae de Pieridae (seg. varios autores) superior de ambas as asas plantas (Melissa ou Citrus)
Lycaenidae, varias espécies .
L Escamas odoriferas na face .
: (Thecla athys) (seg. varios Borboleta . : Desagradavel
Lycaenidae autores) superior da asa anterior
Pvralidae Galleria mellonella (seg Barth, Marinosa | Dobra alandular de asa anterior Fortemente aromético, como seiva de
y 1937) b 9 Petasites offic. (Composta)
- Sphingidae, numerosas espécies : Segundo segmento do Desagradavel, como carne em decomposi¢ao
Sphingidae (seg. varios autores) Mariposa abdbémen 0OU morcegos
Eribidae Erebus Odor&tg;;)(seg' Barth, Mariposa Tibia posterior Agradavel como mel
Placas alandulares nos quarto e Duas qualidades - em material vivo:
Nymphalidae | Caligo arisbe (seg. Barth, 1953) Borboleta -85 g quartc agradavel; quando morto: como gordura
guinto segmentos abdominais
rancosa
Arctiidae Arctllqag e Ctenuchidae (vérias Mariposa Tubos abdominais Em geral desagradavel como gordura
. espécies) (seg. Barth, 1956) rangosa ou camica
Ctenuchidae
Noctuidae - Hadeninae (varias Mari Primeiros segmentos de Agradavel como canela, orquideas, baunilha,
. o ~ L ariposa N
Noctuidae | espécies) (observacbes proprias) abdbémen etc.
Geometridae Sphacelodes vulneraria seg. Mariposa Glandula do harpago Agradavel como baunilha
Barth, 1955)
. Anisodes gigantula (seg. Barth, . A . . .
Geometridae 1955) Mariposa Glandula na coxa posterior Cheiro forte de almiscar

Adaptado: Autora, 2018.
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Andersson e colaboradores (2007) relatam que em fungdo das escamas
odoriferas (adroconias) se mostrarem limitadas apenas ao sexo masculino, parece
razoavel supor que os odores emitidos por machos, desempenha um papel no
comportamento de cortejo, e aliado a isto, as observacdes comportamentais em
diferentes espécies, revelam ainda, o uso ativo das estruturas de emisséo de odores
pelos machos, ao cortejo das fémeas.

Nos machos da borboleta Danaus gilippus berenice (Lepidoptera:
Nymphalidae), o comportamento sexual evidencia o uso de 6rgdos androconiais na
disseminac¢do dos odores dos machos sobre as antenas das fémeas. Os dois 6rgaos
adroconiais de Danaus estao presentes nas asas e regiao do abdome (“hairpencil”),
mostrando-se especializados na liberacdo de aromas (BROWER et al.,1965;
YILDIZHAN et al., 2009). Posteriormente, concluiram que machos de Danaus fazem
uso de feromonio no seu comportamento de acasalamento (BUTLER, 1967,
PLISKE; EISNER, 1969).

Nieberding e colaboradores (2008) apds determinarem a composicao quimica
do ferom6nio sexual masculino na borboleta africana Bicyclus anynana (Lepidoptera:
Nymphalidae), comprovaram em condi¢des de semi-campo, a influéncia da taxa de
liberagdo do feromdnio no sucesso do acasalamento. Demonstraram que em
quantidades artificialmente reduzidas de feromonio, era observado diminuigdo no
acasalamento, e em doses maiores, 0 processo de coépula era restabelecido.
Concluindo que a presenca do ferombénio nas quantidades adequadas é
indispensavel no processo de comunicagéo intraespecifica do inseto.

Na borboleta Ithominae (Lepidoptera: Nymphalidae), os alcaloides de
pirrolizidina (PAs), classe tipica de metabdlitos secundarios de plantas, sao
sequestrados da planta e, além de serem usados na defesa quimica contra
predadores, também sao utilizados como precursores biossintéticos do feromonio
sexual masculino desta espécie (HONDA et al., 2016; TRIGO; BARATA; BROWN,
1994). Para Boppré (1990) existe uma dependéncia das PAs para aptiddo desses
insetos, podendo atuar ainda, como reguladores do desenvolvimento de 6érgdos
androconiais.

Machos de Pieris napi (Lepidoptera: Pieridae), sédo borboletas conhecidas por
liberar um cheiro forte de citral (geraniale e neral) ao interagir com machos e fémeas

coespecificas. As fémeas desta espécie mostraram alta sensibilidade ao citral em
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testes eletroantenograficos, fornecendo assim, fortes evidéncias que esta substancia
funciona como um feromoénio sexual masculino (ANDERSSON et al., 2007).

Nas asas do macho da borboleta de Colias eurytheme (Lepidoptera:
Pieridae), o composto identificado como 13-metilheptacosano, além de possuir
atividade eletrofisiologica significativa, mostrou possuir atividade afrodisiaca,
indicando forte evidéncia de que os compostos naturais sdo importantes sinais no
comportamento de acasalamento (GRULA; MCCHESNEY; TAYLOR, 1980).

Além destes, outros ninfalideos evidenciam a influéncia de um ou mais
compostos no comportamento de aceitacdo da fémea para o acasalamento em
borboletas como: Idea leucone (Lepidoptera: Nymphalidae), onde as secre¢des do
tufo de pélos abdominal (viridifloric B-lactone e danaidone) induziram respostas
significativas as antenas das fémeas, demonstrando sua acdo como feromdnio
sexual masculino para aceitacao da fémea (NISHIDA et al., 1996). Em Parantica sita
(Lepidoptera: Nymphalidae), os compostos identificados como provaveiss
constituintes da mistura feromonal desta espécie, e liberados através do “hairpencil”,
desempenha um papel primordial nas interacbes aéreas pré-copulatorias entre os
sexos (HONDA et al., 2016).

Para Barth (1980), as secrecdes emitidas pelos lepidépteros podem ser
diferenciadas de acordo com seu efeito fisiolégico: animais com glandulas atraentes,
gue atraem 0 sexo oposto, e animais com glandulas estimulantes, que emitem
secrecbes que estimulam o sexo oposto a ndo fugir da cépula. Como em geral o
inseto ativo € o macho, e o passivo a fémea. Logo as glandulas presentes nos

machos sao estimulantes, e nas fémeas, atraentes.
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3 COMPORTAMENTO SEXUAL E MORFOLOGIA DA ANTENA DE OPSIPHANES
INVIRAE

Resumo

A lagarta desfolhadora Opsiphanes invirae (Huebner, 1818) (Lepidoptera:
Nymphalidae) € uma borboleta neotropical de importante impacto em Arecaceas,
como o coqueiro e a palma de 6leo. Os surtos populacionais desta espécie podem
ser um entrave para a produtividade destas culturas, especialmente pelos danos
econdmicos que podem causar. Compreender a bionomia e a etologia de um inseto,
em busca de uma medida de controle € essencial no manejo de pragas. A
comunicacdo quimica em borboletas recebeu pouca atencédo constratando com as
mariposas, e pesquisas sobre a morfologia de suas antenas ainda sao limitadas. Em
O. invirae, ndo ha relatos da comunicacdo sexual e estruturas envolvidas na
comunicacdo desses insetos. Conhecer o comportamento dos insetos e como
funciona o sistema de comunicacao da espécie-praga, € de grande importancia para
o aperfeicoamento e desempenho da tecnologia dos feroménios no manejo
integrado de pragas (MIP). Diante de tais fatores, nosso objetivo neste estudo foi
investigar estruturas morfolégicas associadas a producdo de feromonio, descrever o
comportamento e a morfologia da antena de O. invirae, evidenciando a presenca e
recepcdo de feromobnios sexuais. Verificou-se um dimorfismo marcante nesta
espécie, com a identificacdo das androcbnias, através da presenca de &areas
glandulares e pincéis de pelos nas regiées odoriferas do abdome e asas posteriores
dos machos, ausentes em fémea. As observacbes do horario de atividade
reprodutiva dos insetos ocorreram em condi¢cdes de campo em plantios de coqueiro
(na fazenda Sococo) e palma de 6leo (nha Agropalma S/A), ambas no estado do
Pard. A descricdo da atividade comportamental dos insetos foi realizada em
condi¢cBes de semi-campo na Universidade Federal de Alagoas (UFAL). A atividade
sexual de O. invirae foi caracterizada pelos comportamentos de corte de ambos o0s
sexos, a pré-copula com a disseminacdo do feroménio afrodisiaco masculino para
estimulo sexual das fémeas, e copula. A analise morfolégica das antenas de machos
e fémeas permitiu identificar seis tipos de sensilas: dois tipos de sensilas tricoides,
trés tipos de sensilas caéticas, sensilas coleoconicas, sensilas esquamiformes,
sensilas auricilicas e sensilas de Bohm. As caracterizagbes comportamentais e
morfolégicas realizadas neste estudo evidenciam a comunicagdo quimica mediada
por substancias com funcéo de feroménios entre os insetos.

Palavras-chave: Opsiphanes invirae. Lagarta desfolhadora. Semioquimicos.
Dimorfismo sexual. Sensila. Microscopia eletrénica de varredura.
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3.1 Introducéo

A lagarta desfolhadora O. invirae € uma borboleta neotropical com até seis
geracdes por ano (TINOCO, 2016). E uma praga chave de culturas de importancia
econdmica da familia Arecaceae (FERREIRA et al., 2015). No norte do Brasil, a alta
incidéncia da O. invirae, também conhecida como lagarta-desfolhadora-das-
palmeiras, tem causado severos danos aos cultivos comerciais de coqueiro (Cocos
nucifera L.) e palma de 6leo ou dendezeiro (Elaeis guineenses Jacg.) (BRANDAO et
al., 2017; HOMA et al., 2007; NETO DE SA et al., 2011).

bCompreender a bionomia e a etologia de um inseto, em busca de uma
medida de controle é essencial no manejo de pragas (KUMARA et al.,, 2016).
Técnicas alternativas de controle comportamental, como a aplicacdo de feroménios
sexuais, tornaram-se cada vez mais importantes (WITZGALL; KIRSCH; CORK,
2010; XIANGQUN et al., 2014). Feromonios sexuais sdo substancias emitidas por
um sexo, geralmente fémeas, em baixa quantidade, e sdo percebidos pelo sexo
oposto, provocando respostas comportamentais complexas, incluindo busca e
acasalamento de parceiros (UJVARY, 2010). Em borboletas sdo os machos os
responsaveis pela liberacdo do feroménio e localizacado das fémeas baseado-se em
pistas visuais e feromoénios de curto alcance (SARTO | MONTEYS et al.,, 2012;
YILDIZHAN et al., 2009). Os estudos comportamentais tém sido importantes para
uso de feromdnios sexuais. O conhecimento do sistema de comunicacdo da
espécies-pragas, permite por exemplo, uma melhor interpretacdo dos dados
provenientes de campo, referente a captura em armadilhas iscadas com feromonio,
bem como, a interrupcdo no acasalamento (LIMA.; DELLA LUCIA, 2001).
Compreender o comportamento sexual do inseto, retne, portanto, informacdes
relevantes para o melhor desempenho da tecnologia de feroménios no MIP.

A comunicacao quimica em borboletas recebeu pouca atencédo em relacao as
mariposas (DARRAGH et al., 2017; SARTO | MONTEYS et al., 2012) e pesquisas
sobre a morfologia de suas antenas ainda sao limitados (XIANGQUN et al., 2014).
Sao0 nas antenas, principal 6rgdo olfatorio destes insetos, que estdo presentes as
sensilas contendo células olfativas, cuja funcéo é a deteccéo de odores (HANSSON,
1995). Biologicamente, é através do sistema olfativo que os feroménios influenciam

o comportamento dos insetos (UJVARY, 2010). O conhecimento do sistema olfativo
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de lepidopteros, contribuiu para melhor compreensdo do funcionamento, e da
correlagcado da morfologia com o comportamento (HANSSON, 1995; MYERS, 1972).
Em virtude destes fatores, os objetivos deste trabalho foram investigar
estruturas morfolégicas associadas a producdo de feromdnio, descrever o
comportamento de O. invirae e investigar morfologicamente a antena desta praga,
evidenciando a presenca e a recepcdo de feromonios sexuais. Este estudo pode
contribuir com as investigacbes acerca dos semioquimicos modificadores de

comportamento para 0 manejo sustentavel de pragas.

3.2 Materiais e Métodos

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Pesquisa em Recursos Naturais
(LPgRN) do Centro de Ciéncias Agrarias-CECA, da Universidade Federal de
Alagoas-UFAL (9° 33’ 17”7 S e 35° 46’ 33”), no municipio de Maceid, estado de
Alagoas, e nas fazendas com plantio co

mercial da palma de 6leo, no Complexo Agropalma S/A (02° 31’ 31” S e 48°
45 7”) localizada no municipio de Tailandia, e de coqueiro, na fazenda Sococo S/A
(02°7° 117 S e 48° 38’ 45” W), em Moju, ambas no estado do Para.
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3.2.1 Coleta e manutencao dos insetos

As pupas de O. invirae foram coletadas em plantios de palma de dleo, sendo
em seguida encaminhadas para o Laboratdrio de Fitossanidade da Empresa e
posteriormente transportados para o Laboratorio de Pesquisa em Recursos Naturais
(LPgRN) - UFAL.

As pupas foram mantidas em condi¢cdes de laboratério com temperatura de 27
°C + 0,4° C, umidade relativa (UR) de 79% =1 e fotoperiodo de 12/12h. Préximo a
emergéncia foi realizada a sexagem, acondicionando-as em gaiolas separadas por
sexo. ApOGs emergéncia, os insetos adultos foram alimentados com solugdo de
melaco a 10%, ou com frutas em fermentacdo, em condicbes de semi-campo, em
um telado com dimensfes 1,80 x 3,0 x 2,3 m, a 26 £ 2 °C, UR: 68 + 5%.

3.2.2 Dimorfismo sexual em Opsiphanes invirae

As observacbes morfoldégicas das pupas e adultos de O. invirae foram
determinadas usando microscépio estereoscépico (lupa) e observacdes diretas. 20
exemplares de ambos os sexos provenientes do estado do Para foram utilizados
para esta andlise.

As crisalidas eram acondicionadas em bandejas plasticas e iniciado o
processo de sexagem. Quando prestes a emergéncia era realizada de forma direta,
onde a observacao era facilitada pelo fato do macho apresentar uma mancha escura
na regido dos urbmeros; quando na fase inicial, ocorria com uso de lupa, na qual era
observada a regido genital.

Para obtencdo dos adultos, as crisalidas eram acondicionadas em gaiolas
confeccionadas com tela e madeira, sendo penduradas cuidadosamente, com uso
de um grampo, na tela através do fio de seda presente na extremidade da crisalida.
Este processo era realizado para garantir a emergéncia dos insetos virgens de forma
saudavel, assemelhando-se ao ambiente natural. Apds este processo, asas e

abdome foram dissecados e analisados.
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3.2.3 Anélise do comportamento sexual de O. invirae

Observacbes de campo e semi-campo, foram realizadas nas fazendas
Agropalma S/A e Sococo S/A e no Laboratorio de Pesquisa em Recursos Naturais
(LPgRN)-UFAL, respectivamente. As observacdes nas fazendas ocorreram
inicialmente entre 5:30 e 19:30 horas, no intuito de verificar o horario de atividade
sexual dos insetos. Apos a determinacao do horario de atividade, as observacdes se
concentraram em condi¢cdes de semi-campo (telado com dimensées 1,80 x 3,0 x 2,3
m nas condicbes de temperatura e umidade ambiente) (Figura 6B), para
acompanhar o comportamento sexual.

Para avaliacdo do comportamento dos insetos, foram liberados no telado 7
grupos de 12 fémeas e 17 machos, de 24 a 48 horas de idade, no horéario de
atividade sexual, durante sete dias. Destes, 13 casais foram analisados através de
filmagens para definir e caracterizar as sequéncias comportamentais. As filmagens
foram realizadas em condi¢des de iluminacdo natural no intuito de néo interferir no
comportamento dos insetos. Por dia de observacéo, foi possivel registrar com éxito
mais de uma copula, reunindo imagens para posterior andlise. Além das filmagens,
observacfes diretas e continuas de 13 cépulas, foram realizadas para descricdo do
comportamento de corte, pré-copula e cépula de machos e fémea, de forma
detalhada.

Neste periodo, os insetos foram alimentados com solucdo de melaco a 15%
(Figura 6A). As observacg6es foram registradas com auxilio de uma filmadora Sony
(AVCHD). Apos andlise, as sequéncias comportamentais de corte e copula foram

descritas, e posteriormente ilustradas por um desenhista profissional.
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Figura 6 - A) Adultos de Opsiphanes invirae alimentando-se com solucéo de
melaco a 15%; B) telado utilizado na condi¢cdo de semi-campo para avaliacéo
do comportamento sexual

Fonte: Autora, 2018.

LEGENDA
B) medidas do telado 1,80 x 3,0 x 2,3 m;

3.2.4 Microscopia eletronica de varredura (MEV) de antenas de O. invirae

As andlises de MEV foram realizadas no Laboratério de Caracterizacao de
Materiais do grupo de Optica e Nanoscopia do Instituto de Fisica, da Universidade
Federal de Alagoas, UFAL.

As antenas de machos e fémeas virgens de O. invirae foram removidas com
24 horas de idade e imediatamente fixadas em solugéo de glutaraldeido a 2% em
tampao fosfato (0,1 M PH 7) por 20 min. Em seguida, as antenas passaram por uma
desidratacdo gradual em solucdo de etanol a 70%, 80%, 90% e 100%, por cinco
minutos cada, em banho de ultrassom.

Apés desidratacdo, as antenas foram colocadas sob uma superficie de papel
para retirada do excesso de etanol. A montagem das antenas para analise ocorreu
em uma base de metal sobre fita adesiva elétrica de sulfito de carbono, recebendo
em seguida, um banho metélico em metalizador Sanyuy Electron, modelo Quick
Coater SC-701 (Figuras 7A e 7B). A corrente utilizada durante o processo de
metalizacdo com alvo de ouro foi de 10 mA durante 8 minutos. As imagens das
antenas foram realizadas em um Microscopio Eletrénico de Varredura (SHIMADZU,

modelo SSX-550 Superscan). No total foram utilizadas trés antenas de cada sexo.
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Figura 7 — A) Equipamento utilizado para metalizacdo das antenas de
Opsiphanes invirae; B) antenas metalizadas
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Fonte: Autora, 2018.

3.3 Resultados e Discusséo
3.3.1 Dimorfismo sexual em Opsiphanes invirae

Os dados obtidos permitiram identificar dimorfismo sexual nas regides do
abdome e asas nas crisalidas e nos adultos. Nas crisalidas, uma das formas de
verificar o dimorfismo € a presenca de duas saliéncias no udltimo segmento do
abdome do macho (Figuras 8A e 8B), enquanto que na fémea se constatou um sulco
superficial no penultimo segmento do abdome (Figuras 8C e 8D). Tais estruturas,
somente sao visiveis com o uso de lupa estereoscoépica. A vantagem desta técnica €

a possibilidade de verificar o dimorfismo a qualquer momento nesta fase de
desenvolvimento.
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Figura 8 - Dimorfismo sexual em crisalidas de Opsiphanes invirae

Fonte: Jakeline Santos, 2018.

LEGENDA: A) crisélida macho;

B) detalhe das duas saliéncias presentes no ultimo segmento abdominal;
C) crisalida fémea;
D) detalhe do sulco superficial localizado no penultimo segmento abdominal

A outra forma de observar essa diferenciagdo € quando o inseto esta prestes
a emergir. E possivel notar neste momento, uma macha na lateral das crisalidas

macho (Figuras 9A e 9B), visivel a olho nu, e ausente nas fémeas (Figuras 9C e 9D).
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Figura 9 - Dimorfismo sexual em crisalidas de Opsiphanes invirae

Fonte: Autora, 2018.
LEGENDA: A) crisélida macho;
B) detalhe da mancha visivel;
C) crisalida fémea;

D) detalhe sem macha.

Nos adultos, verifica-se, no abdome do macho, a presenca de uma estrutura
delgada e esverdeada, na parte central da lateral do abdome, ausente na fémea
(Figuras 10A e 10B). No interior desta, observamos ainda, a presenca de duas

estruturas na cor marrom-alaranjada, localizadas no quarto e quinto segmento



46

abdominal, onde uma delas se apresenta alongada em tamanho maior, em
referéncia a segunda, em tamanho bem menor. Portanto, pela posi¢céo do inseto na
crisalida, constatou-se que a mancha visivel, se trata da estrutura marrom-
alaranjada presente no abdome do macho adulto, e ausente na fémea adulta. A
vantagem desta diferenciacdo nas crisalidas decorre da facilidade da identificacdo
dos sexos a olho na, e consequentemente, na agilidade na separagdo. No entanto,
este dimorfismo somente € notado quando o inseto esta proximo da emergéncia,
limitando o momento da identificacdo nesta fase. Ainda sobre o abdome do adulto, é
notavel o tamanho maior do abdome da fémea, apresentando-se mais robusto e de
coloracdo amarelo alaranjada, enquanto o macho realga a cor preta na coloragao,

com um abdome menor e mais delgado (Figuras 10A e 10B).

Figura 10 - Dimorfismo sexual em adultos de Opsiphanes invirae

Fonte: Autora, 2018.

A) abdome do macho na cor preta e presenca de uma estrutura delgada de cor verde nas
laterais;
B) abdome da fémea, mais robusto que o abdome do macho e na cor amarelo-alaranjado

No adulto de O. invirae além do abdome, se verificou um dimorfismo sexual
nas asas posteriores do macho, ausente em fémeas (Figuras 11A e 11B). O macho

apresenta em suas asas posteriores tufos de pélos, distinguindo-se da fémea.



a7

Figura 11 - Dimorfismo nas asas posteriores do adulto macho de Opsiphanes
invirae

Fonte: Autora, 2018.

A) regides odoriferas nas asas (regido cinza-marrom e pincéis distribuidores) e
mancha lateral no abdome do macho;

B) asas da fémea com auséncias de estruturas odoriferas

Em adultos de O. invirae isagoras, secre¢fes das glandulas dos machos
liberam um cheiro agradavel perceptivel ao olfato humano. Nos machos da referida
espécie foi relatado a presenca de trés 6rgdos odoriferos: no primeiro, a presenca
de uma area glandular (AG) nas laterais do abdome (placas glandulares no quarto e
guinto segmentos), e pincel distribuidor (PD) nas asas posteriores; no segundo, AG
nas asas posteriores e PD ao lado da AG; e no terceiro, escamas odoriferas
isoladas nos tergitos do abdome (BARTH, 1980).
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Pressupomos que essas estruturas (cor marrom-alaranjada) presentes na
lateral do abdome de O. invirae, sejam placas glandulares (AG) (Figuras 12A, 12B e
12C.).

Figura 12 - A) Abdome do macho de Opsiphanes invirae; B) placas glandulares
no quarto e quinto segmento abdominal; C) detalhe do tamanho das placas:
com aproximadamente 4 mm de comprimento e 1 mm de largura

Fonte: Jakeline Santos, 2018.

Outra observacao € a presenca do pincel distribuidor nas asas posteriores
entre as nervuras 3A e (1A + 2A) em uma regido com uma mancha alar cinza-
marrom (Figuras 13A e 13B). A dilatagc&o presente na nervura Cu2 semelhante uma
bolsa odorifera localizada na asa posterior e coberta por escamas, seria outra AG,
estando associada a pincéis de pelos (um grande e outro pequeno) (Figuras 13C e
13D).
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Figura 13 - A) Asa posterior do macho de Opsiphanes invirae, com presenca de
regides odoriferas; B) detalhe da regido odorifera brilhante na asa (cinza-
marrom), associada a pincel pelo; C) detalhe da regido com liquido odorifero
abaixo das escamas, e entre os pincéis de pelos; D) imagem da dilatagdo com
liguido odorifero (cor laranja), apos retirada das escamas e pincéis de pelos
para melhor visualizacdo. (*) escamas; (seta) pincel de pelos

Fonte: Autora, 2018.

Estas regibes odoriferas presentes no abdome e asas do macho se
caracterizam, como as estruturas androconiais de O. invirae. Por ocasido deste
dimorfismo, realizamos analises quimicas nas regides androconiais relatadas acima.
Vale ressaltar, que o odor agradavel liberado no horario de comportamento
reprodutivo desta espécie, perceptivel ao nosso olfato, € o mesmo presente no
abdome e asas posteriores do macho, ausente em fémeas. Na analise das asas,

apos este comportamento, verificamos a presenca de um liquido na cor amarela nas
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regibes da mancha alar (cinza-marrom) e bolsa odorifera, onde os pincéis presentes
nestes 6rgéos (pincéis distribuidores) se abrem em fungéo de certos movimentos e
posicdes do corpo do macho, indicando serem os responsaveis pela liberacdo do
odor. Estas observacdes morfologicas evidenciam, assim, a presenca de estruturas

envolvidas na liberacdo do feromonio pelo macho de O. invirae.

3.3.2 Andlise do comportamento sexual de Opsiphanes invirae

A partir das observacdes em campo, foi determinado que o comportamento
sexual de O. inviare ocorre no horéario crepuscular entre 18:00 e 18:30 hrs. Dessa
forma, durante este periodo os comportamentos de corte, pré-copula e copula foram

observados e descritos em condi¢des de semi-campo (telado).

3.3.2.1 Corte

O cortejo das fémeas (Figura 14) inicia-se com movimentos agitados,
enquanto os machos permanecem parados. Fémeas andam no telado em
movimento de caminhamento, e por vezes, sem se deslocar, realiza giros
(movimento de rotacdo) em varios graus, e sentidos. Realizam movimentos de
caminhar batendo asas de forma agitada, na sequéncia realizam vbéos. Quando
paradas, vibram e batem as asas, realizando também o movimento de levantar e
abaixar continuamente as asas anteriores. Voam em varios sentidos, tocando em
outras fémeas, para em seguida uma grande agitacao.

Na caracterizagao do cortejo dos machos (Figuras 14), estes vibram a antena
e as asas, e por consequéncia, todo o corpo. Caminham, batem e pressionam as
asas. Realizam pequenas aberturas nas asas, a0 mesmo tempo em que as vibram.
Estes movimentos precedem uma grande agitagcdo, em vbéo, dos machos, e na
sequéncia, fémeas e machos voam juntos (poucos minutos). Os machos voam de
forma agitada em conjunto com outros machos e liberam o feroménio.

A quantidade de feromonio liberado chega a ser perceptivel aos humanos,
possuindo um aroma agradavel (cheiro semelhante ao de baunilha). A liberacdo do
feromobnio realizado pelos machos estimulam as fémeas ao pouso, ficando

receptivas ao macho (Figuras 15A e 15B).



51

Figura 14 - Corte da fémea e do macho de Opsiphanes invirae
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Figura 15 - Corte do macho de Opsiphanes invirae: A) macho toca asa da
fémea com as antenas; B) macho se posiciona ao lado da fémea, expde
abdome para iniciar tentativa de tocar a genitélia da fémea

Fonte: Autora, 2018.
B) Seta vermelha: exposicdo do abdome do macho.
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3.3.2.2 Pré-copula e copula

Apoés liberacdo do feromoénio sexual ou afrodisiaco pelos machos para
estimulo da fémea a coOpula, sete etapas foram observadas, resultando em um
acasalamento exitoso (Figura 16). Primeiro, o macho localiza a fémea. Esta pode
estar parada e o macho voa em sua direcdo. Por vezes, a fémea se encontra em
vOo, e 0 macho realiza uma perseguicao aérea até o pouso da fémea. Segundo, 0
macho aproxima-se da fémea que estd em pouso, e ainda em vbo, bate asas
agitadamente, na tentativa de melhor se posicionar, e realiza a corte tocando as
asas da fémea com suas antenas. Terceiro, 0 macho se posiciona lateralmente ou
perpendicularmente a fémea, em continuo movimento de bater as asas
agitadamente (condicdo de sustentacdo em v6o0), e curva seu abdome
freneticamente na tentativa de tocar a porcgéao final do abdome da fémea, realizando
a tentativa de cépula. Quarto, quando a fémea esta receptiva, a mesma realiza o
movimento de levantar as asas, deixando exposta sua regido abdominal, e indicando
aceitacdo do parceiro para realizacdo da copula. Quinto, o comportamento da fémea
de levantar as asas é entendido pelo macho, e este rapidamente realiza o
acoplamento das genitélias (Figura 17 A e 17B). Sexto, apdés o acoplamento, o
macho gira seu corpo em 180°, e fica em direcdo contraria ao corpo da fémea, mas
no mesmo sentido vetorial. Sétimo, apos a fémea fechar suas asas, a copula se

inicia.
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Figura 16 — Etograma da sequéncia comportamental de pré-cépula e cépula de O. invirae

llustracéo: Chris Nazza, 2018.

LEGENDA:

(A) Os machos liberam o feromdnio sexual ou afrodisiaco para estimulo da fémea a cépula; (B) o macho localiza a fémea, e voa em sua direcao;
(C) macho aproxima-se da fémea ainda em v60, batendo asas agitadamente e toca as asas da fémea com suas antenas;

(D) macho se posiciona lateralmente ou perpendicularmente a fémea, em condi¢édo de sustentacdo em vbo, e curva seu abdome freneticamente na
tentativa de tocar a porcéo final do abdome da fémea.

(E) fémea levanta as asas indicando aceitacdo do parceiro;

(F) ocorre o acoplamento das genitalias;

(G) ap0s o acoplamento, 0 macho gira seu corpo em 180°, e fica em direcdo contraria ao corpo da fémea;

(H) inicia-se, a copula.
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Figura 17 — A e B) Acoplamento das genitélias de macho e fémea de
Opsiphanes invirae durante a copula

Fonte: Autora, 2018.

3.3.2.3 P6s-copula

Ao término da cépula, os insetos desacoplam as genitalias e ficam parados no
sentido inverso, lado a lado. Sempre bem préximos, raramente ha vbdo, ou
distanciamento.

A duracado da pré-copula de O. invirae foi observada em 20 individuos de O.
invirae, ocorrendo em média entre 20 a 30 min. Quando ocorre 0 acasalamento, a
meédia da copula dura cerca 4h e 20min., sendo a minima de 3h e a maxima de 7h e
30min. Machos e fémeas ficam maduros sexualmente apenas no segundo dia de
vida (Figura 18).
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Figura 18 — Fluxograma do comportamento reprodutivo de Opsiphanes invirae.

18:00 horas

Corte Pre-

18:30 horas

Copula

copula
20-30min

Media
4:20 horas

LEGENDA:

Inicio do comportamento reprodutivo (corte): 18:00 horas;
Duracao da pré-cépula: 20 -30 min;

Término do comportamento reprodutivo: 18:30 horas;

Duragéo da copula: média de 4:20 horas.

Em todas as observac¢des néo foi verificado copula no primeiro dia de vida.
Observamos que machos e fémeas acasalam mais de uma vez, inclusive com
individuos ja acasalados (Figura 19A). Registramos em dias consecutivos, duas
copulas realizadas por duas fémeas (Figura 19B), e até trés coOpulas realizadas por
um macho (Figura 19C). Também foi observado, machos tentando copular com
fémeas em acasalamento (Figura 19D). Para saber quando se tratava da primeira,
segunda ou terceira cépula do mesmo espécime, estes foram marcados nas asas
com um pincel especifico de cores vermelho, azul e verde: uma copula (marcada
com uma cor); duas copulas (marcada com duas cores) e trés cOpulas (marcada
com trés cores).
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Figura 19 - Cépulas de Opsiphanes invirae

Fonte: Autora, 2018.

LEGENDA:

A) macho e fémea acasalando pela segunda vez com parceiros que ja copularam;
B) fémea acasalando pela segunda vez com macho virgem;

C) macho acasalando pela terceira vez com uma fémea virgem;

D) macho tentando cépula com fémea que ja se encontra copulando.

No decorrer das coletas de pupas era realizada a sexagem, observando que
os machos emergem antes das fémeas, e que a longevidade dos adultos dura de 6
a 10 dias. A emergéncia dos insetos ocorre no horario matutino, com maior
frequéncia entre 7:00 e 9:30 h, podendo se estender até o fim da manha. A
oviposi¢cédo das fémeas foi observada durante o dia, com maior frequéncia no horério
vespertino, cessando por volta das 17:30h. A postura dos ovos era realizada de

forma individualizada ou gregaria, (Figuras 20A e 20B).
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Figura 20 - A e B) Fémea de Opsiphanes invirae ovipositando; B) Ovos no
peciolo de folha de coqueiro

Fonte: Autora, 2018.

No acasalamento, ambos o0s sexos apresentaram sequéncias de
comportamento de corte. Em borboletas, o namoro € um ritual complexo, que
envolve a troca de estimulos visuais, quimicos e tateis (ANDERSSON et al., 2007;
SILBERGLIED, 1984). Nestes insetos, a localiza¢do do parceiro é efetuada por meio
de adaptacdes comportamentais de ambos 0s sexos e da busca visual de longo
alcance pelos machos (VANE-WRIGHT; BOPPRE, 1993). Ao contrario das
mariposas, fémeas de borboletas sdo desprovidas de glandulas de feroménio
sexuais em seus ovipositores e, portanto, nao liberam feroménio de longo alcance
para atracado dos machos (MONTEYS et al., 2016).

Em geral, a corte em borboletas é iniciada pelos machos, quando estes
localizam as fémeas fazendo uso de um ou dois padrées de comportamento: ou
esperam por fémeas em locais onde estas podem ser encontradas, ou fazem a
busca destas. Além das cores e formas, os machos das borboletas séo fortemente
atraidos por movimentos, sendo este Ultimo um importante componente de atracao
inicial (SILBERGLIED, 1984). Se os machos séo atraidos por movimentos gerados
por fémeas receptivas, estes apresentam um maior comportamento de corte,
realizando interacdes aéreas coespecificas mais intensas (MYERS, 1972). Estes
eventos podem explicar o comportamento inicial de corte observado em O. invirae,
onde, primeiramente ocorre a movimentagdo das fémeas realizando movimentos de
caminhar batendo asas de forma agitada, na sequéncia realizam véos. Quando
paradas, vibram e batem as asas, realizando também o movimento de levantar e
abaixar continuamente a asa anterior, dentre outros movimentos descritos
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anteriormente, para somente na sequéncia, 0s machos iniciarem movimentacao e
interacdo entre machos e fémeas.

Ao lado dos sinais quimicos, 0s sinais visuais e tateis exercem importante
papel no estagio inicial de corte (VANE-WRIGHT; BOPPRE, 1993; WYATT, 2009).
Em nosso estudo, machos tocam as fémeas durante a corte. Esse comportamento
também foi revelado em Bicyclus anynana Butler (Lepidoptera: Nymphalidae)
(NIEBERDING et al., 2008). Em B. anynana, 0s sinais visuais se mostraram
importantes para o reconhecimento de machos coespecificos a longa distancia, no
entanto, o reconhecimento a curto alcance se mostrou mais relevante (VANE-
WRIGHT; BOPPRE, 1993).

Durante a corte dos machos foi observado uma interacdo coespecifica, e a
posterior liberacdo do feroménio para estimulo das fémeas. Esse comportamento de
interacdo aérea por machos é realizado por muitas espécies de borboletas com
objetivo de acasalamento (KEMP; WIKLUND, 2001; TAKEUCHI, 2017,
ROSENBERG; ENQUIST, 1991). Machos de borboletas da subfamilia Ithomiinae,
por exemplo, possuem grande capacidade de agregacado, realizando exibicbes
aéreas de corte (HABER, 1978; PINHEIRO et al., 2008).

O efeito da disseminacdo do feroménio afrodisiaco de machos sobre as
fémeas foi evidenciado em diversas espécies. O primeiro feroménio afrodisiaco
identificado em borboletas ocorreu em Danaus gilippus (Cramer, 1775) (Lepidoptera:
Nymphalidae), liberado pelo “hairpencil” dos machos (MYERS; BROWER, 1969;
MEINWALD et al., 1969). O papel quimioestimulante do “hairpencil” no
comportamento de corte da referida espécie revelou significativa reducdo no
sucesso da coOpula quando da remocdo do hairpencil ou bloqueio dos
guimiorreceptores nas antenas das fémeas (MYERS; BROWER, 1969).

Os resultados do estudo com Ideia leuconoe Erichson, 1834 (Lepidoptera:
Nymphalidae) evidenciaram a atracdo das fémeas pelos extratos do hairpencil dos
machos utilizando um modelo de borboleta artificial (NISHIDA et al., 1996). Em Pieris
napi (L., 1758) (Lepidoptera: Pieridae), o efeito do feromonio afrodisiaco dos machos
para aceitacdo da fémea também foi evidenciado, ocorrendo um aumento na
aceitacdo da fémea quando se aumentou a concentragdo do componente
feromdnico. Quando diminuiu essa concentracdo, reduziu-se a aceitagdo das
fémeas (ANDERSSON; VONGVANICH; WIKLUND, 2007). Em recente estudo,

Darragh e colaboradores (2017), demonstraram a importancia da sinalizacao
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quimica para a escolha do parceiro em borboletas Heliconius melpomene (L., 1758)
(Lepidoptera: Nymphalidae). As fémeas dessa espécie demonstravam uma escolha
entre dois machos, dos quais apenas um possuia o0 bloqueio das estruturas
liberadoras de feroménio na regido das asas. O resultado foi que fémeas soO
acasalaram com os machos que possuiam a integridade de suas asas contendo as
estruturas feromonais.

Durante a corte de O. invirae as secre¢fes emitidas pelos machos, foram
perceptiveis ao nosso olfato. Em muitas espécies de borboletas, os machos emitem
aromas que sao perceptiveis aos humanos (ANDERSSON et al., 2007). Este fato
também foi observado nas secre¢bes emitidas por machos de O. invirae isagoras
Fruhstorfer, 1907 (Lepidoptera: Nymphalidae), liberando um cheiro agradavel como
baunilha (RUDOLF BARTH, 1980). Myers (1972) afirma, que embora as secrecfes
de feromonios por borboletas tenham odores que sejam perceptiveis ao olfato
humano, o composto ativo desses volateis € inodoro para os humanos. Para Barth
(1980), as secrecdes emitidas pelos machos destes lepidopteros sao provenientes
de glandulas estimulantes, favorecendo o sexo oposto a néo fugir da cépula.

Neste trabalho, observamos que um quantitativo maior de machos de O.
invirae emergiram antes das fémeas. Em Opisina arenosella Walker (Lepidoptera:
Oecophoridae), a emergéncia dos machos ocorre de trés a sete dias antes das
fémeas (KUMARA et al., 2015). Na referida espécie, o padrdo de atividade de
campo monitorado por armadilhas, mostrou que o periodo de pico de atividade para
os machos foi mais precoce do que o das fémeas, uma tendéncia similar a do
padrao de emergéncia (MURALIMOHAN; SRINIVASA, 2010). A precocidade da
emergéncia de machos € um comportamento adaptativo e minimiza a morte pré-
produtiva de fémeas (FAGERSTROM; WIKLUND, 1982). Este fenbmeno é
conhecido como protandria, onde os machos estéo reprodutivamente prontos antes
das fémeas (ZONNEVELD, 1992). A emergéncia dos machos antes da fémea esta
relacionada a um maior sucesso reprodutivo, € € comum sua ocorréncia em

lepidopteros.

3.3.3 Morfologia das antenas de Opsiphanes invirae

As antenas de O. invirae, bem como em qualquer outro inseto, séo

subdivididas em trés partes principais: escapo, pedicelo e flagelo. O escapo e o
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pedicelo sdo as regides menores associadas a base da antena, o flagelo é a regido
longa, que estd dividida em antendmeros ou flagelémeros. A superficie dorsal e
lateral do flagelo é composta por sensilas e, a ventral coberta por escamas (Figura

21). O tamanho médio da antena do macho é de 19,6mm e da fémea 18,6 mm.

Figura 21 - Regides da antena de Opsiphanes invirae

LEGENDA:

Al-escapo;

A2-pedicelo;

A3-flagelo;

B-flageldmero ou antendmero;
C-regido dorsal da antena,;

D- regido ventral da antena.

Foi identificado seis tipos de sensilas em machos e fémeas de O. invirae:
sensila tricoide, caética, coleocdnica, esquamiforme, auricilica e Bohm. Ambos os
sexos possuem de 37 a 44 segmentos (flageldmeros). As sensilas de O.invirae
apresentaram-se morfologicamente semelhantes as relatadas nas espécies dos
ninfalideos Euphydryas editha (Boisduval, 1852); Polygonia c-album (L., 1758);
Aglais urticae (L., 1758); e Danaus gilippus berenice (Cramer, 1776) e dos
hesperiideos Parnara guttata (Bremer & Grey, 1853); Parnara bada (Moore, 1878);

Pelopidas mathias (Fabricius, 1798) e Pelopidas agna (Moore, 1866), sendo as



61

espécies do género Parnara e Pelopidas importantes pragas desfolhadoras na China
(MYERS; BROWER, 1969; ODENDAAL et al., 1985; CARLSSON et al.,, 2013;
XIANGQUN et al., 2014).

Outra caracteristica comum entre O. invirae e os ninfalideos citados acima € a
presenca de trés cristas longitudinais separando dois sulcos, desde a base até o
apice da antena (Figura 9) (CARLSSON et al., 2013; ODENDAAL et al., 1985; ).

Regides afundadas na superficie da antena, semelhante a orificios (P), foram
observados na regido da lateral e dorsal, mas sua funcdo ndo é conhecida (Figura
22).

Figura 22 - Microscopia eletronica de varredura (MEV) das antenas de machos
de Opsiphanes invirae: vista dorsal da antena caracterizada por trés cristas
longitudinais separando dois sulcos

P = presenca de orificios.

Sensilas tricoides (Trl e Tr2) sdo semelhantes a um cabelo, afilando-se
apicalmente. Observamos dois tipos de sensilas tricoides, que foram diferenciadas
pelo seu comprimento (Figura 23). Sdo as mais abundantes na antena, mas
precisamente, nos dois sulcos presentes na regidao dorsal, apresentando-se
curvadas em direcdo a regido distal da antena. Sua distribuicdo ocorre nos
antendmeros mediais, diminuindo a frequéncia em direcdo a base e apice,

observando os orificios distribuidos ao longo da antena.
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Figura 23 - Microscopia eletrénica de varredura (MEV) das antenas fémeas (A,
B e C) de Opsiphanes invirae. Trl e Tr2 = sensilas tricoides; P = presenca de
orificios

LEGENDA: A- aumento 700 x; B- aumento 600x; C- 2.000 x.
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Com funcéo olfativa, estes tipos de sensilas sdo multiporosas e estao
envolvidas na deteccdo de feroménios sexuais (HANSSON, 1995). Para Myers e
Brower (1969), as sensilas curtas e de paredes finas presentes em D. gilippus
bermice, aqui indentificadas como Tr2, sdo as responsaveis pelo receptor de
feromoénio de machos. A funcdo das sensilas de cerdas longas e paredes espessas
em Danaine foram descritas por Myers em 1968 como mecanoreceptoras e
provaveis quimioreceptoras. Em 1972b, o referido autor afirma que essas estruturas
nas antenas de machos e fémeas de quatro espécies de borboletas da subfamilia
Danaine sao os receptores de feromonios.

Sensilas coleoconicas (Co) sdo curtas, retas, e estdo localizadas entre um
anel de escamas (Figura 24). Estas apresentaram maior quantidade nas laterais
dos sulcos e apice da antena. Assim como as tricoides, apresentam grande
densidade, e estdo localizadas nos antendbmeros centrais, diminuindo o nimero em
direcdo as extremidades da antena. Usualmente, as sensilas coleocbnicas estao
associadas a funcao olfativa ou a dupla funcédo de termorecepcao olfativa (LIU et al.,
2014; RUSCHIONI et al., 2015), e envolvidas na recepcao de odores para locais de
oviposicédo (POPHOF, 1997).

Figura 24 - Microscopia eletrénica de varredura (MEV) das antenas de fémeas
de Opsiphanes invirae. Co-sensilas coleocoOnicas; Trl e Tr2 - sensilas tricoides

A-aumento 600 x;


https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=POPHOF%2C+BLANKA
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Sensilas caéticas (Ca) sdo retas e de tamanhos variaveis, largas na base,
afiadas na extremidade distal, e com sulcos ao longo de sua superficie. Em ambos
os sexos foram observados trés tipos de sensilas, diferenciadas pelo seu
comprimento (Figura 25). Apresentam-se concentradas principalmente na
extremidade basal de cada antendmero e no apice da antena. Na literatura, sensilas
caéticas estdo relacionadas a funcées mecanoreceptoras (RUSCHIONI et al., 2015),
quimioreceptoras de contato (HALBERG et al., 1994) e funcdo gustativa (LIU et al.,
2014).

Figura 25 - Microscopia eletrénica de varredura (MEV) das antenas de machos
(A) e fémeas (B, C e D) de Opsiphanes invirae. Cal, Ca2 e Ca3 - sensilas
caéticas

Ca2—— /

Cal

AccV Probe Mag WD Det 0. Accy Probe Mag WD  Det
150kv 40 600 44 SE 150k 40 x2000 45 "SE 1

eV Probe Mag WD Det
15.0 kV 40  x2000 45 SE

LEGENDA: A-aumento 600 x;B — aumento 2000 x; C- aumento 2.000 x; D- aumento 600x

As sensilas esquamiformes (Sq) sdo semelhantes a uma escama, alongada,
plana, com sulcos em sua superficie, e afunilada na extremidade distal (Fig.26).
Estdo presentes, em baixa quantidade, nos antendbmeros mais basais da antena.
Para YAN et al. (2017) estas podem estar associadas a detec¢do de odores de

plantas hospedeiras.
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Figura 26 - Microscopia eletrénica de varredura (MEV) das antenas de fémeas
de Opsiphanes invirae. Sq - sensilas esquamiformes; Sc-escamas

Aumento 600 x

Sensilas auricilicas (Au) sdo curtas, com forma foliar, e eixo cuticular
achatado (Figura 27). Assim como as esquamiformes, estdo presentes nos
flageldbmeros mais basais da antena, e em baixa densidade. Sdo sensilas
relacionadas a funcéo olfatéria como descrita em Paysandia archon (Burmeister,
1880) (Lepidoptera: Castniidae) (RUSCHIONI et al., 2015), e responsaveis pela
percepcao de volateis de plantas, como relatado na espécie Scoliopteryx libatrix (L.,
1758) (Lepidoptera: Noctuidae) (ANDERSON; HALLBERG; SUBCHEV, 2000).

Figura 27 - Microscopia eletrénica de varredura (MEV) das antenas de fémeas
de Opsiphanes invirae. Au - sensilas auricilicas; Sq - sensilas esquamiforme

Aumento 600 x
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As sensilas de B6hm (Bh) sao estruturas que se assemelham a espinhos,
com superficies lisas e presentes em aglomerado (XIANGQUN et al., 2014). Em O.
invirae foram observadas na base da antena, na regiao do escapo (Figura 28). Sao
relatadas como mecanorreceptoras para deteccdo da posicdo e movimentos da
antena (MERIVEE et al., 2002; SCHNEIDER, 1963; YAN et al., 2017).

Figura 28 - Microscopia eletrénica de varredura (MEV) das antenas de machos
de Opsiphanes invirae. Bh - sensilas de Bohm

AccY Probe Mag WD Det Now e e
15.0 k¥ 40 x45 46 SE 1

LEGENDA: A-aumento 300 x; B — aumento 45 x.
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3.4 Concluséo

O dimorfismo sexual identificado em O. invirae mostra a presenca de
androcOnias, estruturas morfolégicas que podem estar associadas ao feroménio de
machos desta espécie.

A atividade sexual de O. invirae foi caracterizada pelos comportamentos de
corte de ambos 0s sexos, pré-copula, com a disseminacao do feromonio afrodisiaco
pelos machos para estimulo sexual das fémeas, copula e pés-copula.

Nas antenas de O. invirae foram caracterizadas em ambos os sexos dois
tipos de sensilas tricoides, trés caéticas, sensilas coleoconicas, esquamiformes,
auricilicas e de Bohm. As sensilas tricoides foram as mais abundantes, sendo estas
reconhecidas por sua funcéo de receptoras de feroménio.

O resultado deste trabalho fornece evidéncias comportamentais e
morfolégicas da comunicacdo quimica mediada por substancias que atuam como
feromoénios entre os sexos de O. invirae. Além disso, este estudo fornece
informacdes valiosas de importancia pratica para o desenvolvimento de métodos de

controle baseados em semioquimicos.
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4 FEROMONIO DE OPSIPHANES INVIRAE HUBNER, 1808 (LEPIDOPTERA:
NYMPHALIDAE)

RESUMO

Opsiphanes invirae (Huebner, 1818) (Lepidoptera: Nymphalidae) € uma importante
praga de arecaceas de importancia socioeconbmica como o coqueiro (Cocos
nucifera L.) e a palma de 6leo (Elaeis guineensis Jacq.). Estes cultivos enfrentam
elevadas perdas na producdo e qualidade do produto em virtude da infestacao de
lagartas desfolhadoras como O. invirae. O objetivo deste trabalho foi a investigacao
da ecologia quimica de O. invirae, visando uma estratégia de controle desta praga
dentro do contexto do Manejo Integrado de Pragas de arecaceas. O estudo
apresenta andlises quimicas e avaliacdo de campo do efeito da mistura feromonal
na referida praga. Os volateis desta espécie foram obtidos através das técnicas de
aeracao dinamica e extracao por solvente de partes do corpo do inseto. As anélises
guimicas revelaram a presenca de compostos macho-especificos, tais como: linalol,
(E) -B-Farneseno, (E) -nerolidol, (Z) -7-hexadeceno e (Z) -7-heptadeceno. Estes
compostos também fazem parte da composicdo quimica das asas posteriores,
abdome e regides odoriferas (androconias). O composto comum entre 0s sexos, foi
(E) -B-ocimeno, encontrado somente na aeracéo dos adultos. O (Z) -7-heptadeceno
e o (E) -nerolidol sdo os componentes majoritarios nas partes do inseto aqui
estudadas. As antenas das fémeas apresentaram uma resposta significativa aos
extratos dos machos nos ensaios eletroantenograficos, indicando, portanto, a
presenca de compostos biologicamente ativos no macho. Trés misturas sintéticas do
feromonio foram usadas na avaliacdo de campo: Tratamento 1, compostos ativos no
EAG (E) -B-Farneseno, (E) -nerolidol e (Z) -7-heptadeceno; tratamento 2, compostos
ativos no EAG, mais o composto (E) -B-ocimeno; tratamento 3, (E) -p-farneseno e
(E) -nerolidol. Foram obtidos resultados similares entre T1 e T2, demonstrando nao
haver contribuicdo efetiva do composto (E) -B-ocimeno. Os resultados de Tl e T2
foram superiores a T3, portanto a retirada do composto (Z)-7-heptadeceno
demonstrou diminuir a eficiéncia da formulagdo. Todos os tratamentos T1, T2 e T3
apresentaram diferencas significativas ao controle em ao menos um estagio do
monitoramento. Os constituintes do proposto feromoénio de agregacdo de O. invirae
demonstraram potencializar a captura dos adultos nas armadilhas, contribuindo para
0 manejo desta praga.

Palavras-chave: Lagarta desfolhadora, Androcénia, Coleta Massal.
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4.1Introducéo

No processo evolutivo, borboletas e mariposas desenvolveram
comportamentos reprodutivos distintos. Em geral, as mariposas fémeas liberam
feromonios sexuais de longo alcance para atragao do sexo oposto (ANDERSSON et
al., 2007; SARTO MONTEYS et al., 2012). No estudo do comportamento reprodutivo
de borboletas, sugere-se que 0os machos sejam o0s responsaveis pela liberacdo do
feromo6nio afrodisiaco (YILDIZHAN et al., 2009). Estes aproximam-se inicialmente
das fémeas de forma visual, para em seguida ocorrer a liberacdo do feromonio (LI,
MATHEWS, 2016). Estas substancias aromaticas especificas dos machos atuariam
como feromonios sexuais da espécie, pelo reconhecimento de seu papel na
aceitacdo da fémea durante o comportamento de corte e acasalamento
(ANDERSSON et al., 2007; RUTOWSKI, 1980).

Estudos sugerem que as androconias seriam os dispositivos de disseminagao
dos aromas em borboletas (OMURA et al., 2013). As androcdnias, sdo as escamas
modificadas, presentes especificamente nos machos (BOPPRE; SCHNEIDER, 1989;
MANN et al., 2017; ROELOFS; CARDE, 1977). A literatura relata, uma diversidade
de estruturas morfoldgicas que liberam esses compostos quimicos especificos dos
machos, desde estruturas modificadas localizadas nas asas e “tufo de pélos”,
presentes em diferentes regides como, abdémen, pernas e térax (GANAI et al.,
2017; ROELOFS ; CARDE, 1977).

No manejo integrado de pragas, o uso de semioquimicos como o feroménio
sexual de insetos, representa um dos maiores avan¢gos em estratégias de controle
de insetos-pragas. Esta ferramenta além de aumentar a eficiéncia dos métodos de
controle existentes, tem contribuido para a preservacdo do meio ambiente (ZARBIN;
RODRIGUES; LIMA, 2009).

Poucas sdo as informagfes disponiveis em relagdo ao feroménio de O.
invirae (AUSTIN et al., 2007; BARTH, 1980), n&o havendo relatos sobre a
identificagcdo e avaliagdo a campo dos constituintes de seu feromonio. Essa
informacdo também né&o esta disponivel para nenhuma das 13 espécies e 68
subespécies descritas no género Opsiphanes (DA NEVES, 2016; PENZ, 2007).

O. invirae € uma importante praga de plantas da familia Arecaceae de
relevante interesse socioecondémico, como o coqueiro (Cocos nucifera L.) e a palma

de 6leo (Elaeis guineenses Jacq.), tendo sua ocorréncia em toda extensdomurao da
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América do Sul (FERREIRA et al.,, 2015; LEMOS; BOARI, 2010; PENZ; AIELLO;
SRYGLEY, 1999).

Durante o estagio de lagarta causa a destruicao dos foliolos, reduzindo a area
foliar, o que prejudica a transpiracdo e a fontessintese (FERREIRA; LINS, 2006).
Estes fatores atrasam o desenvolvimento das culturas cultivadas, aumentando os
custos de producéo.

Até entdo, a metodologia mais utilizada para reducao da populacédo de adultos
de O. invirae, ocorre com o uso de armadilhas para coleta massal, contendo melaco
de cana-de-agucar como atrativo alimentar, e em algumas situacdes adicionada de
solucéo inseticida (LEMOS; BOARI, 2010; FERREIRA et al., 2015). Das espécies
vegetais relatadas como hospedeiras de O. invirae apenas para as culturas do
coqueiro, palma de 6leo e bananeira é recomendado o produto Dipel® a base do
ingrediente ativo Bacillus thuringiensis var. Kurstaki, para o controle da lagarta da
referida praga (AGROFIT, 2003; BRASIL, 2010). Essa caréncia de produtos
registrados para controle de O. invirae, juntamente com a expansao dos cultivos de
palma de 6leo nos udltimos anos (CORLEY, 2009), favorece a busca de outras
medidas de controle seguras e seletivas para culturas nas quais a praga pode se
tornar um problema.

Neste trabalho relatamos a identificacdo dos potenciais compostos do
feromodnio de O. invirae, as estruturas morfolégicas envolvidas na liberacdo deste, e
os resultados da avaliacdo de atratividade em campo com as misturas sintéticas do

proposto feromonio.

4.2 Materiais e Métodos

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Pesquisa em Recursos Naturais
(LPgRN) do Centro de Ciéncias Agrarias-CECA, da Universidade Federal de
Alagoas-UFAL, no Laboratério do Grupo Agropalma S/A, no municipio de
Tailandia/PA e Laboratério de Fitossanidade da Fazenda Sococo S/A, no municipio
de Moju/PA.

4.2.1 Coleta dos insetos
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Os insetos utilizados no experimento foram coletados na fase de crisalida em
plantios da palma de 6leo na fazenda do Complexo Agropalma S/A (02° 31’ 31" S e
48° 45’ 77), localizada no municipio de Tailandia, e de coqueiro na fazenda Sococo
S/A (02°7° 117 S e 48° 38’ 45" W), no municipio de Moju, ambas no estado do Para.
As crisdalidas foram coletadas com auxilio de ferramentas de corte (foice com cabo e
tesoura de poda) em plantas adultas e jovens para retirada das folhas nas quais as
crisalidas estavam aderidas (Figura 29). Apés coleta, todo material foi encaminhado
para os laboratérios das respectivas fazendas, e posteriormente, transportados para
o Laboratério de Pesquisa em Recursos Naturais (LPgRN) da Universidade Federal
de Alagoas-UFAL (9° 33’ 17" S e 35° 46’ 33"), no municipio de Maceio, estado de
Alagoas. No laboratério foram realizados cortes cuidadosos nos foliolos que
continham as crisélidas, a fim de minimizar os danos durante o manuseio para a
retirada das estruturas foliares. O periodo de coleta ocorreu de dezembro de 2015 a
maio de 2017, perfazendo um total de nove coletas.

ApoOs obtencdo dos adultos, alguns exemplares foram encaminhados ao
Museu de Entomologia da ESALQ, onde foram identificados pelo Dr. Sinval Silveira

Neto como Opsiphanes invirae Hubner, 1808 (Lepidoptera: Nymphalidae).
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Figura 29 - Métodos de coleta de Opsiphanes invirae em plantio de palma de
oleo

Fonte: Autora, 2018.

LEGENDA: A) plantio adulto;

B) foliolos da palma de 6leo com crisélidas e lagartas;

C) plantio jovem;

D) corte dos foliolos com tesoura de poda para obtencao das crisalidas

Em virtude da necessidade de insetos virgens para extracdo dos volateis, no
laboratério LPgRN, as crisalidas eram colocadas em bandejas e iniciado o processo
de sexagem (Figura 30A). ApGs este procedimento, estas eram acondicionadas em
gaiolas confeccionadas com tela e madeira, sendo penduradas cuidadosamente na
tela através do fio de seda presente nas pupas com uso de um grampo (Figura 30B).
Este processo era realizado a cada obtencdo de crisdlidas para garantir a
emergéncia dos insetos virgens de forma saudavel, assemelhando-se ao ambiente

natural. Apos emergéncia, os insetos eram alimentados com solugcdo de melago a
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15%, ou com frutas em fermentacéo, e mantidos em condi¢cdes de semi-campo a 26
+ 2 °C, UR: 68 + 5%, para posterior utilizacdo nas analises morfologica e quimica.

Figura 30 - A) Crisdlida macho de Opsiphanes invirae proximo a emergéncia
(setaindicando a mancha caracteristica presente apenas nos individuos
machos); B) detalhe do fio de seda usado para pupacao

Fonte: Autora, 2018; Jakeline Santos, 2018.

4.2.2 Extracédo e isolamento do feroménio de Opsiphanes invirae

As extracdes dos volateis ocorreram através da técnica de aeragao e extracao
por solvente de partes do inseto. Os insetos utilizados para a obtencédo dos extratos
foram adultos entre 24 e 72 horas ap0s a emergéncia.

Nesta etapa toda a vidraria utilizada foi previamente limpa com os solventes
grau HPLC, hexano bidestilado (PANREAC) e metanol (PANREAC)), e
posteriormente colocadas para secar na estufa a 150°C, por 12 horas.

4.2.2.1 Processo de aeracdo

Na aeracdo, grupos de 25 a 60 insetos adultos virgens (machos e fémeas
separadamente), eram acondicionados em uma camara de vidro (11 cm de altura e
7 cm de didmetro), em um sistema fechado, sobre fluxo continuo de ar sintético
(1L/min) previamente filtrado com carvdo ativado. Os insetos permaneceram no
sistema por um periodo de 16 horas, no intuito de abranger os crepusculos matutino
e vespertino, uma vez que o comportamento reprodutivo desta espécie ocorre neste
periodo (Figura 31). Os voléateis liberados pelos insetos dentro da camara foram
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adsorvidos em uma coluna contendo 50 mg do polimero adsorvente Porapack (50-
80 mesh, Waters Corporation) colocada na saida do sistema. A limpeza da coluna
com Porapack foi realizada com dois mL do solvente hexano, e aquecida a 120°C,
durante duas horas, antes de fixa-la ao sistema. A dessor¢cdo dos compostos
adsorvidos no sistema foi realizada com 500 uL de hexano bidestilado grau HPLC,
armazenados em vial com capacidade de dois mL. As amostras foram conservadas
em baixa temperatura em um freezer (-20° C), a fim de evitar perda de material, e
garantir posteriores analises. Uma média de 10 repeticGes de amostras de aeracéo

para cada sexo foram coletadas.

Figura 31 - Sistema de aeracao utilizado para coleta de volateis de machos e
fémeas de Opsiphanes invirae
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Fonte: Autora, 2018.

4.2.2.2 Extracdo cuticular por solvente das partes do corpo de machos e fémeas de
Opsiphanes invirae

Os extratos por solvente de partes do inseto foram obtidos de machos e
fémeas virgens com no minimo 10 exemplares de cada sexo, com 24 a 72 horas de
idade. As extracdes ocorreram somente no horario de comportamento reprodutivo
desta espécie, no periodo crepuscular. Os insetos foram previamente selecionados

para o procedimento de extracdo e levados para ambientacdo no laboratério uma
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hora antes de iniciar as atividades. Para facilitar o manuseio dos insetos adultos
durante a extracdo, estes eram anestesiados no congelador por um minuto,
posteriormente, era realizado o desprendimento das asas anteriores e posteriores,
do primeiro, segundo e terceiro pares de pernas (classificando-as como perna
anterior, mediana e posterior), do abdome e genitalia (Figura 32). Além destas,
foram realizados extratos das asas com e sem androconias.

Todas as partes foram removidas com tesouras de disseccdo, e imersas em
hexano (grau HPLC, bidestilado) nas seguintes medidas: para cada par de asas foi
utilizado 50 pl, para o abdome e androcdnias 50 pl, pernas e genitélia 20 pl, e asa
posterior sem androcdnias 50 pl. Apés o periodo de 20 min, o sobrenadante foi
filtrado em uma coluna de |a de vidro, preparada em uma pipeta de pasteur de vidro,
e em seguida, transferidos para um vial com capacidade de dois mL, e conservados
em refrigeracéo (-20° C) para posterior analise. Foi obtido para cada extrato, um

acumulo de 40 partes do inseto, totalizando 4 repeti¢cdes para cada parte.

Figura 32 — A) Regibes utilizadas para preparacdo dos extratos de Opsiphanes
invirae; B) béqueres contendo diferentes estruturas do inseto para extracao
cuticular por solvente de machos e fémeas virgens: 1= asas anteriores; 2=asas
posteriores; 3= abdome; 4, 5 e 6= pernas anteriores, medianas e posteriores;
7= genitélia

Asa anterior A

Asa posterior

N

Genitélia

Fonte: Autora, 2018
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4.2.3 Identificacdo do feroménio de Opsiphanes invirae

4.2.3.1 Analise dos extratos obtidos de Opsiphanes invirae por Cromatografia
Gasosa (GC-FID) e (GC-MS)

A identificacdo dos compostos presentes nas amostras de aeracdo e dos
extratos das partes do inseto ocorreram por meio da analise em um cromatografo
gasoso (ShimadzuGC-2010), acoplado a um detector de ionizacdo em chama (FID).
Uma aliquota de 1 pL das amostras de aeracao e extracdo das partes dos machos e
das fémeas foi injetada no cromatdgrafo no modo splitless a 250 °C, e a detec¢do a
300°C. A cromatografia foi realizada nas colunas capilares RTx-1 (30m x 0,25mm
d.i. x 0,25um Restek®) e RTx-5 (30m x 0,25mm d.i. x 0,25um Restek®). As
condicbes de andlise para a separacdo dos componentes foram de 50°C
temperatura inicial, durante cinco minutos, e em seguida elevada a uma taxa de
10°C/min até 300°C, sendo mantida nessa temperatura por 10 min, nas duas
colunas. O gas de arraste utilizado foi o nitrogénio, com fluxo de 1.79 mL/min. A
analise dos cromatogramas obtidos das amostras e dos extratos de machos e
fémeas foram comparados para detectar compostos quimicos especificos de cada
sexo.

Os espectros de massa foram obtidos em um cromatégrafo gasoso acoplado
ao espectrometro de massas (GC-MS) — QP 2010 Ultra (Shimadzu) operando com
modo de ionizagcdo por impacto de elétrons a 70eV. As amostras foram eluidas
utilizando coluna Rtx — 5 (30m x 0.25mm d.i. x 0.25um, Restek®) sob um fluxo de
1.79 mL/min e RTx-1 (30m x 0,25mm d.i. x 0,25um Restek®), e hélio como gas de
arraste. O modo de injecéo e as condi¢des de andlise do forno foram as mesmas do
GC-FID. Os compostos quimicos foram identificados pela comparacdo de seus
indices de Kovats (IKs), usando uma solucdo padrdo de alcanos de 7 a 30 atomos
de carbono (SIGMA-ALDRICH), por suas caracteristicas de fragmentacdo no
espectrobmetro de massas, comparacdo com 0s espectros da biblioteca e com o
padrao analitico das substancias nas duas colunas. Na identificacdo estrutural dos
compostos foram utilizados os espectros de massas do banco de dados do Instituto
Nacional de Padrbdes e Tecnologia, 2008 (NIST08 e NISTO08s) e da biblioteca Wiley
229, ou utilizando os indices de retencdo (publicados nos sites Pherobase e NIST

Chemistry Web Book) e confirmados pela co-injecdo de padrdes. As solucbes de
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padrbes analiticos comerciais da marca Sigma-Aldrich e AkScientific foram
preparados na concentracdo de 50 mg/L em hexano grau HPLC, bidestilado. A
posicdo da dupla ligacdo dos compostos (Z) -7-hexadeceno e (Z) -7-heptadeceno foi
determinada mediante derivatizacdo do extrato com dissulfeto de dimetila (DMDS) e
o composto foi confirmado através da sintese. Os compostos nas amostras foram
quantificados por normalizacdo de areas usando eicosano (50 mg/L) como padrédo

interno.

4.2.3.2 ldentificacdo dos compostos bioativos para o inseto por Eletroantenografia
(GC-EAG)

A analise dos efeitos das amostras das amostras de aeracdo e extratos das
partes do inseto sobre a antena dos adultos, ocorreu através da técnica de
eletroantenografia. Os exemplares de O. invirae foram anestesiados em baixa
temperatura (-10° C) por um minuto, e em seguida, com uso de pinca e tesoura
entomoldgica, a antena foi removida cuidadosamente desde a base e fixada no
eletrodo de prata do sistema EAG, sendo o apice da antena colocado no eletrodo de
trabalho e a base da mesma fixada no eletrodo de referéncia (Figura 33). Um gel
condutor de eletricidade (Sigma Gel; Parker Laboratories, Inc., Fairfield, NJ) foi

utilizado para cobrir as extremidades da antena no eletrodo (MORAES et al., 2008).

Figura 33 - Antena de Opsiphanes invirae

Fonte: Autora, 2018.
A) detalhe da antena;
B) antena acoplada aos eletrodos de prata no CG-EAD

Inicialmente, as antenas dos machos e fémeas dos insetos, receberam pulsos
de ar contendo as amostras de ambos os sexos. Como forma de controle, pulso do

ar e do hexano foram utilizados durante o teste. Adicionou-se 10 pL das amostras
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testadas (extratos da aeragao de machos e fémeas) sobre um papel de filtro (2,0 cm
x 1,0 cm), e em seguida foi inserido em uma pipeta de pasteur de vidro. Esta pipeta
foi conectada ao sistema gerador de pulsos (StimulusController, Type CS-55,
Syntech), o pulso foi mantido durante 0,3 s. Os estimulos de ar, hexano, e extratos
cuticulares das asas e abdome do macho foram utilizados em antenas de ambos o0s
sexos de O. invirae. Em seguida, as amostras dos volateis de aeracdo de machos e
fémeas foram avaliadas em antenas de fémeas. Cada antena testada recebeu
estimulo de todos os tratamentos sequencialmente por trés vezes, e ao término de
cada série (3x) trocava-se as antenas. Um total de 10 antenas de cada sexo foram
avaliadas (PENG et al., 2012). Os dados foram submetidos a andlise de variancia
(ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey (Past 3.19), a 5% de
probabilidade.

4.2.2.3 Avaliacado da atividade biologica do feroménio na captura de Opsiphanes

invirae em condi¢bes de campo

Para verificar a atratividade dos adultos para a formulacdo do proposto
feromonio, realizamos um teste com trés misturas feromonais sintéticas em uma
area de monocultura de palma de 6leo na fazenda Agropalma S/A, localizada no
municipio de Tailandia, Para. A presente avaliacdo realizou-se com armadilhas
confeccionadas com sacos plasticos, contendo o atrativo alimentar (melaco) e as
misturas a serem testadas. Na preparacdo das armadilhas iscadas, foram colocados
um septo contendo a formulacdo feromodnica, e separadamente, uma garrafa pet de
250 mL com pequenas aberturas contendo 100 mL da solucdo de melaco (50%
dgua e 50% melaco), ambos fixados as sacolas com um arame de
aproximadamente 25cm (Figuras 34A e 34B). As armadilhas (80 cm de altura e 55
cm de comprimento) possuiam uma abertura de aproximadamente 8cm, e foram
fixadas as plantas de palma de 6leo em média a 100cm do solo (Figuras 34C, 34D e
34E).
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Figura 34 - Preparacéo das armadilhas para teste de atratividade com as
misturas do feroménio de Opsiphanes invirae

Fonte: Autora, 2018.

LEGENDA: A) septos contendo as misturas;

B) detalhe da pequena abertura na garrafa pet com melaco (fonte alimentar);
C) detalhe da abertura na sacola (armadilha);

D e E) armadilhas preparadas com septo e melaco presos ao arame

Foram testados quatro tratamentos (denominados de T1, T2, T3 e T4) com
trés repeticdes, totalizando 12 armadilhas distribuidas no plantio de palma de dleo.
Todos os tratamentos possuiam em comum a presenca do melago como atraente
alimentar. Os tratamentos T1, T2 e T3 continham as seguintes misturas feromonais:

T1: farneseno, nerolidol e 7-heptadeceno; T2: ocimeno, farneseno, nerolidol e 7-
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heptadeceno; T3: nerolidol e farneseno. Utilizou-se a dosagem de 5mg nas trés
misturas avaliadas. Como controle, utilizou-se o tratamento quatro (T4), que possuia
somente melagco. As armadilhas foram distribuidas nas esquinas e corredores das
parcelas, com ocorréncia de insetos, a uma distancia de aproximadamente 160m. A
troca das armadilhas ocorreu a cada monitoramento, utilizando sacolas limpas e
substituindo o melago. O septo contendo o feromdnio permanecia 0 mesmo.27

O experimento foi realizado por um periodo de 19 dias, com o0s
monitoramentos sendo realizados aproximadamente a cada 4 dias, totalizando 5
monitoramentos. As armadilhas provenientes de cada monitoramento foram
transportadas ao laboratorio de Fitossanidade do Grupo Agropalma S/A para
sexagem e contagem dos insetos capturados. Os bioensaios ocorreram nos meses
de setembro a outubro de 2017, com temperatura média de 27,0 + 0,5°C, e umidade
relativa de 80 + 3%.

Os dados de frequéncia foram analisados pelo teste estatistico do qui-
guadrado tabelado para 3 graus de liberdade a 5 e 1% de probabilidade, utilizando o
programa Genes (CRUZ, 2013; 2016).

4.3 Resultados e Discussao

4.3.1 Identificagdo do ferom6nio de Opsiphanes invirae

4.3.1.1 Aeracéao

A comparacao dos cromatogramas de volateis obtidos na aeracdo de machos
e fémeas, indicou a presenca de cinco compostos produzidos somente pelo macho e
apenas um composto comum a fémea. A figura 35 representa a sobreposi¢cdo dos

cromatogramas de machos e fémeas analisados.
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Figura 35 - Cromatogramas dos volateis de aeracdo de machos e fémeas
virgens de Opsiphanes invirae, com idade entre 24 a 72 h, evidenciando a
presenca de compostos macho-especifico
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A tabela 2 corresponde aos compostos identificados nas analises de CG-EM,
e indica 0 composto proposto para cada pico cromatografico, o indice de Kovats (IK)
calculado e comparado com os indices de Kovats registrados ou obtidos com
padrées. A figura 36 corresponde as estruturas dos compostos quimicos
identificados na referida analise. Somente foram considerados na discussdo o0s

compostos que estiveram presentes nas 10 repeticbes de cada amostra.

Tabela 2 - Composicdo quimica correspondente aos picos presentes nas
amostras de aeracao de machos e fémeas de Opsiphanes invirae

N° do pico Composto IK* 1K IK® dNO MM — Ponto <~:1e
Calculado Calculado Padrdo (g/mol) ebulicdo
1 (E)-B-ocimeno 1049 1033 1032 136 176-178°C
2 Linalol 1077 1077 1077 154  194-197°C
3 B-Farneseno 1457 1408 1406 204  272-273°C
4 (E)-Nerolidol 1565 1502 1503 222  276-277°C
5 (2)-7-Hexadeceno 1580 1527 1523 224 284-285°C
6 (2)-7-Heptadeceno 1682 1619 1614 238 305°C

aK-indice de Kovats calculado em coluna RTX-5; PIK-indice de Kovats calculado em
coluna RTX-1; ¢ IK- indice de Kovats calculado com padrées em coluna RTX-1; MM-
Massa molecular.
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Figura 36 - Estrutura dos compostos identificados nos voléateis de areacao de
Opsiphanes invirae
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O pico um corresponde ao composto presente nos volateis de fémeas e
machos, identificado como B-ocimeno (Figura 37). A injecdo do padrdo sintético
confirmou a configuracdo (E) da dupla ligacdo no composto presente nos insetos,
apresentando maior tempo de retencdo em coluna apolar que o isébmero (Z) (Figura
38).

Figura 37 - Espectro de massas do composto 1: (E)-B-ocimeno dos volateis de
aeracao de Opsiphanes invirae
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Figura 38 - Cromatograma resultante da coinjecdo em coluna RTX-1 do
composto produzido por machos e fémeas de Opsiphanes invirae e do (E)-B-

ocimeno
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O segundo composto identificado foi o linalol (Figura 39). De igual forma foi

confirmado pela comparacédo com padrao sintético (Figura 40).

Figura 39 - Espectro de massas do composto 2: Linalol nos volateis de aeragao
do macho de Opsiphanes invirae
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Figura 40 - Cromatograma resultante da coinjecdo em coluna RTX-1 do
composto produzido pelos machos Opsiphanes invirae e do linalol
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O espectro de massas do pico trés, corresponde ao composto farneseno
(Figura 41). A configuragdo E foi confirmada pela coinjecdo do padrdo sintético
(Figura 42).

Figura 41 - Espectro de massas do composto 3: (E)-B-Farneseno nos volateis
de aeracdo do macho de Opsiphanes invirae
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Figura 42 - Cromatograma resultante da coinjecdo em coluna RTX-1 do
composto produzido pelos machos Opsiphanes invirae e do (E)-B-Farneseno



85

(E)

Coinjecao

%wﬂméﬂco

\

/

[

Extrato natural

45 25.0 ' 25,5 2

Outro terpeno presente nos volateis de machos é o nerolidol (Figura 43). A

coinjecdo do padréao sintético confirmou a configuracado E do composto (Figura 44).

Figura 43 - Espectro de massas do composto 4: (E)-Nerolidol nos voléateis de
aeracao do macho de Opsiphanes invirae
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Figura 44 - Cromatograma resultante da coinjecao em coluna RTX-1 do
composto produzido pelos machos Opsiphanes invirae e do (E)-Nerolidol
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Os compostos 5 e 6 correspondem a hidrocarbonetos monoinsaturados,

identificados como hexadeceno (Figura 45) e heptadeceno (Figura 48).
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Figura 45 - Espectro de massas do composto 5: (Z)-7-Hexadeceno nos volateis
de aeragcdo do macho de Opsiphanes invirae
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A derivatizacdo do hexadeceno foi realizada no intuito de identificar a posicao

da dupla ligacédo. O espectro de massas (Figura 46) do composto apés derivatizado,

apresentou pico ion molecular m/z 318 e dois ions m/z 145 e 173 indicando a dupla

ligacdo em posicao sete. A conformacao da dupla ligacéo foi confirmada sendo (2)

pela comparacdo com padrao sintético (Figura 47).

Figura 46 - Espectro de massas do composto derivatizado 5: (Z)-7-hexadeceno
nos volateis de aeragcdo do macho de Opsiphanes invirae
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Figura 47 - Cromatograma resultante da coinjecdo em coluna RTX-1 do
composto produzido pelos machos Opsiphanes invirae e do (Z)-7-Hexadeceno
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O espectro de massas do heptadeceno (Figura 48) apresenta fragmentacao

similar ao hexadeceno.

Figura 48 - Espectro de massas do composto 6: (2)-7-Heptadeceno nos volateis
de aeragcdo do macho de Opsiphanes invirae
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A derivatizacdo do heptadeceno (Figura 49) apresentou pico ion molecular
m/z 222 e dois ions m/z 145 e 187 indicando a dupla ligagdo em posicéo sete. A
conformacdo da dupla ligagdo foi confirmada sendo (Z) pela comparagcdo com

padréo sintético (Figura 50).
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Figura 49 - Espectro de massas do composto derivatizado 6: (Z)-7-Heptadeceno
nos volateis de aeracdo do macho de Opsiphanes invirae
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Figura 50 - Cromatograma resultante da coinjecdo em coluna RTX-1 do
composto produzido pelos machos Opsiphanes invirae e do (2)-7-heptadeceno
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4.3.1.2 Extracao cuticular por solvente de partes do corpo de Opsiphanes invirae

Analises cromatograficas foram realizadas com os extratos cuticulares das
partes do corpo de fémeas e machos, com idade de 24 a 72 horas. Na comparacao
dos extratos hexanicos das partes do macho e da fémea, verificou-se a presenca
dos compostos especificos do macho: (E)-B-farneseno, (E)-nerolidol, (2)-7-
hexadeceno e (Z)-7-heptadeceno nas regides do abdome, asa posterior e regides
androconiais (regido cinza-marrom e bolsa odorifera) (Figura 51). Em contrapartida
verificou-se auséncia do composto (E)-B-ocimeno e linalol em todas as amostras dos

extratos das partes do inseto, em ambos 0S sexos.
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Figura 51 — Cromatogramas das amostras dos extratos hexanicos de partes de
Opsiphanes invirae confirmando a presenca de compostos macho-especifico.
Compostos presentes na asa posterior, abdome e androcénias (bolsa odorifera
e regido cinza-marrom): 3- (E)-B-Farneseno; 4- (E)-nerolidol; 5- (2)-7-
hexadeceno; 6- (Z)-7-heptadeceno
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Os resultados da andlise dos volateis de aeracdo e dos extratos por solvente
das asas posteriores confirmam a presenca dos compostos macho-especifico de O.
invirae: (E)-B-Farneseno, (E)-nerolidol, (Z)-7-hexadeceno e (Z)-7-heptadeceno
(Figura 52). A tabela 3 corresponde ao indice de Kovats (IK) calculado dos

compostos presentes nos extratos das asas posteriores.

Figura 52 — Cromatogramas dos volateis de aeracdo e extrato hexanico da asa

posterior dos machos virgens de Opsiphanes invirae com idade entre 24 a 72

h. Compostos macho-especifico: 3- (E)-B-Farneseno; 4- (E)-nerolidol; 5- (2)-7-
hexadeceno; 6- (2)-7-heptadeceno

II 3; ) Aj’ Aeracéao

l l Asa posterior
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Tabela 3 - indice de Kovats correspondente aos compostos no extrato da asa
posterior dos machos de Opsiphanes invirae

N° do pico Composto . IK® M
Calculado Calculado

1 (E)-B-Farneseno 1457 1408 +

2 (E)-Nerolidol 1566 1503 +

3 (2)-7-Hexadeceno 1580 1527 +

4 (2)-7-Heptadeceno 1681 1618 +

aK-indice de Kovats calculado em coluna RTX-5; PIK-indice de Kovats
calculado em coluna RTX-1; M-macho; (+) presenca no inseto.

4.3.2 Bioensaios eletroantenograficos

Os bieonsaios eletroantenograficos (“puff’) foram utilizados com objetivo de
avaliar a resposta dos insetos aos seus proprios extratos, e ao do sexo oposto,
visando com esse teste, a indicacdo do tipo de feromdnio. Os resultados dos
bioensaios eletroantenogréaficos realizados com os extratos de machos e fémeas
sobre as antenas de ambos os sexos de O. invirae, demonstraram que as antenas
das fémeas apresentaram respostas significativas (p<0,05) aos extratos cuticulares
e volateis dos machos. Nao havendo, entretanto, diferenca nas respostas aos
estimulos das amostras de fémeas, nem ao hexano (controle).

Para as antenas dos machos ndo houve diferenca entre as respostas ao
hexano e as amostras dos extratos cuticulares do macho (Anova com p= 0,63)
(Figura 53), e entre hexano e os volateis das fémeas (Anova com p= 0,205) (Figura
54).
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Figura 53 - Média e desvio padrao das respostas eletroantenogréaficas das
antenas dos machos de Opsiphanes invirae aos extratos do macho (asa
posterior e abdome) e hexano (controle)
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*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).
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Figura 54 - Média e desvio padrao das respostas eletroantenogréaficas das
antenas dos machos de Opsiphanes invirae aos volateis das fémeas e hexano
(controle)
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*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).
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A figura 55 mostra a resposta significativa (p = 0,003) da antena da fémea ao
estimulo da asa posterior de macho, ndo havendo diferenca (p=0,873) ao extrato do
abdome do macho. O géafico da figura 56 revela que nao houve diferenca
significativa (Anova com p=0,45) entre as respostas das antenas da fémea ao

hexano e as amostras dos volateis das préprias fémeas.

Figura 55 - Média e desvio padrdo das respostas eletroantenograficas das
antenas das fémeas de Opsiphanes invirae aos extratos do macho (asa
posterior e abdome) e hexano (controle).
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*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

Figura 56 - Média e desvio padrao das respostas eletroantenograficas das
antenas das fémeas de Opsiphanes invirae aos volateis das fémeas e hexano
(controle)
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*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).
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As antenas das fémeas também responderam de forma significativa as
amostras de aeracdo dos machos (p= 0,027). Indicando, portanto, a presenca de

compostos biologicamente ativos no macho (Figura 57).

Figura 57 - Média e desvio padrao das respostas eletroantenograficas
das antenas das fémeas de Opsiphanes invirae aos volateis de aeracdo dos
machos e controle (hexano)
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*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

As andlises do CG-EAG, revelaram que nas amostras da asa posterior do
macho, trés compostos provocaram a despolarizacdo nas antenas das fémeas,
sendo estes: (E)-B-Farneseno, (E)-nerolidol e (Z)-7-heptadeceno. Dentre tais
compostos, as antenas das fémeas apresentaram respostas mais expressivas ao
composto (E)-nerolidol. Os compostos bioativos para a fémea foram destacados no
cromatograma de acordo com a ordem de eluicdo (Figura 58). Os resultados das

analises do (CG-EAG), comprova, portanto, a bioatividade dos compostos macho-
especifico para a antena da fémea de O. invirae.
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Figura 58 - Cromatograma (GC-FID) do extrato da asa posterior do macho de
Opsiphanes invirae e a resposta eletroantenografica (GC-EAD) da antena da
fémea coespecifica. As setas indicam os compostos para os quais houve
despolarizagdo da antena
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4.3. 3 Avaliacdo da atividade biol6gica dos compostos de Opsiphanes invirae em

condicbes de campo

Com os resultados dos bioesaios eletroantendgraficos obtidos em laboratério
e das analises quimicas obtivemos indicios de que os compostos macho-especifico
estudados poderiam se tratar dos componentes feromonais desta espécie.

A avaliacao foi realizada em area com foco da praga, exatamente no inicio do
periodo de emergéncia dos adultos de O. invirae, visando a observacdo do
comportamento de atracdo dos insetos frente as misturas. Foi avaliada a atratividade
das trés misturas sintéticas de feroménio em campo. A primeira mistura consistia
dos compostos bioativos (E)-B-farneseno, (E)-nerolidol, e (Z)-7-heptadeceno)
revelados nos ensaios eletroantenograficos em laboratorio, no qual as antenas das
fémeas responderam de forma significativa aos extratos dos machos. Na segunda

mistura, testamos a hipotese de melhoria da mistura feromonal com os compostos
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bioativos no EAG (E)-B-farneseno, (E)-nerolidol, e (2)-7-heptadeceno), e adi¢cdo do
componente (E)-B-ocimeno. Esta hipotese se justifica pelo fato do (E)-B-ocimeno ser
0 Unico composto presente nos extratos analisados de machos e fémeas, e pelas
multiplas funcdes relatadas na literatura. Na terceira mistura, verificamos a hipotese
da retirada de um dos compostos bioativos no EAG, no intuito de verificar a
eficiéncia da formulacdo com apenas dois componentes (E)-B-Farneseno e (E)-
nerolidol). Essa hipotese se justifica pela expectativa das vantagens econdémicas e
produtivas com a auséncia do componente sintetizado em laboratorio, (2)-7-
heptadeceno. Dessa forma, os tratamentos T1, T2 e T3 consistiam além do atraente
alimentar, das misturas um, dois e trés, respectivamente. O controle, ndo possuia
mistura, somente atrativo alimentar.

Conforme os resultados oriundos dos testes em laboratorio, o efeito esperado
da introducdo dos tratamentos no campo era de que a atratividade das misturas
somadas ao atrativo alimentar, fosse superior ao resultado isolado apenas com o
atrativo alimentar. Esperava-se a atracdo das fémeas maduras sexualmente e, por
consequéncia, a de machos, uma vez que, a presenca de fémeas juntamente com o
atrativo alimentar no periodo reprodutivo dos insetos, aumenta a atratividade do
sexo oposto, visto se tratar de varidveis mais atraentes que o do atrativo alimentar
isolado.

Conforme as referéncias bibliograficas, os machos de borboletas emergem
primeiro que fémeas como estratégia para alcancar seu sucesso reprodutivo maximo
(FAGERSTROM; WIKLUND, 1982; KUMARA et al., 2015; ZONNEVELD, 1992).
Assim, o numero de machos capturados no inicio do monitoramento foi maior,
atingindo a maturidade sexual antes das fémeas. Os testes de atratividade em
campo se comportaram conforme o esperado, mostrando que a acdo dos
tratamentos foi significativamente superior ao controle.

Durante todo o periodo de avaliagcdo (cinco monitoramentos) foram coletados
14.057 insetos adultos, dos quais 33,71%, 27,20% e 23,20% correspondem aos
tratamentos T1, T2 e T3, respectivamente, versus 15,89% dos insetos capturados no
tratamento T4 (controle) (Figura 59).

Figura 59 — Niumero de espécimes adultos de Opsiphanes invirae capturados
nas armadilhas iscadas com mistura de feroménios em campo, versus
controle. T1- (E)-B-Farneseno, (E)-nerolidol e (Z)-7-heptadeceno); T2- (E)-B-
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ocimeno, (E)-B-Farneseno, (E)-nerolidol, e (2)-7-heptadeceno; T3- (E)-B-

Farneseno e (E)-nerolidol
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O numero de insetos coletados por monitoramento para cada tratamento, nos
mostra claramente o inicio do periodo de emergéncia de O. invirae em campo no
primeiro monitoramento (5° dia), o pico populacional no terceiro monitoramentos (12°
dia) e a brusca reducéo da populacdo, no quarto e quinto monitoramentos (15° e 19°

dia, respectivamente) (Figura 60).

Figura 60 - Numero de insetos adultos de Opsiphanes invirae capturados
durante o monitoramento nas armadilhas iscadas com misturas de feromonio
em campo, versus controle
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Fica claro o declinio na atratividade das armadilhas iscadas apés o terceiro
monitoramento (12° dia). Este fato coincidiu com o previsto para a duracdo da
populacao de insetos adultos em campo (observacéo pessoal). Portanto, neste caso,
necessita-se verificar a estabilidade das moléculas e influéncia do liberador do
ferombnio, para melhor compreensdo da durabilidade do produto em campo.
Contudo, aparentemente a dosagem (5mg) utilizada no experimento mostrou-se ser
eficaz para atratividade de O. invirae. A partir das observacdes ao longo do tempo é
possivel perceber que o tratamento T2 apresenta uma queda acentuada apos o
segundo monitoramento (8 dias). O tratamento T2 é o Unico tratamento com a
presenca do componente (E)-B-ocimeno, sugerindo que este composto por
apresentar alta volatividade, conforme os cromatogramas dos volateis de aeracéo
(ver Figura 35), possa ser o responsavel por esta instabilidade em campo,
mostrando perda precoce de atratividade.

No primeiro monitoramento (cinco dias ap0s a instalagdo das armadilhas),
todas as armadilhas contendo feroménio (T1, T2 e T3), foram significamente
diferente do controle, tanto para machos como para fémeas (Figura 61). Uma
analise secundaria mostra que ndo houve diferenca entre os sexos, ou seja, a

guantidade de machos e fémeas € estatisticamente similar.
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Figura 61 - Numero de insetos adultos machos e fémeas de Opsiphanes invirae
capturados nas armadilhas iscadas com misturas de feromdnio em campo,
versus controle, no primeiro monitoramento. T1- (E)-B-Farneseno, (E)-nerolidol
e (2)-7-heptadeceno); T2- (E)-B-ocimeno, (E)-B-Farneseno, (E)-nerolidol, e (2)-7-
heptadeceno; T3- (E)-B-Farneseno e (E)-nerolidol
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X2= Teste do Qui-quadrado; ** Significancia a 1% de probabilidade (= 11,35).

Ressalta-se que a quantidade de insetos no controle foi minima, de apenas
quatro exemplares machos, frente a um total de 690 insetos coletados nos
tratamentos com feromébnio. Este fato deve ser considerado, devido o
comportamento sexual desta espécie, onde o0s insetos adultos ja se encontram
sexualmente maduros desde seu segundo dia de vida (ver capitulo 1). Assim,
conclui-se que, conforme ja exposto, o ferombnio atraiu as fémeas e machos
sexualmente ativos para os tratamentos.

No segundo monitoramento (oito dias apos a instalacdo das armadilhas), as
misturas T1, T2 e T3 mostraram diferenca significativa em relacdo ao controle.
Novamente € evidenciado que os tratamentos foram efetivos, com alto grau de
significancia em relacdo ao controle. Observa-se no grafico que a proporcao de
individuos machos e fémeas se mantém (Figura 62), o que reforca as conclusfes
expostas no monitoramento 1, pois mantém as mesmas caracteristicas para uma

populacao maior de insetos, com total de 4.322 individuos.
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Figura 62 - Numero de insetos adultos machos e fémeas de Opsiphanes invirae
capturados nas armadilhas iscadas com misturas de feromdnio em campo,
versus controle, no segundo monitoramento. T1- (E)-B-Farneseno, (E)-nerolidol
e (2)-7-heptadeceno); T2- (E)-B-ocimeno, (E)-B-Farneseno, (E)-nerolidol, e (2)-7-
heptadeceno; T3- (E)-B-Farneseno e (E)-nerolidol
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No terceiro monitoramento (12 dias apés a instalacdo das armadilhas) foi
obtido o maior nimero de insetos capturados, com um total de 6.917 exemplares.
Neste monitoramento vemos uma notdria diferenca em relacdo aos demais. O
namero de fémeas atraidas permanece superior ao controle (Figura 63), contudo o
namero de machos ndo apresenta grau de significancia em relagcdo ao controle. Ou
seja, em todos os tratamentos percebe-se um numero maior de fémeas em relacéo
aos machos, exceto no controle, que apresenta um numero muito proximo entre
macho e fémeas. Neste sentido, voltamos a ressaltar que o resultado esperado para
o feromdnio é que seja atrativo para os insetos maduros sexualmente. Notando-se,
portanto, um numero superior de fémeas ativas sexualmente em relacdo aos

machos.

Figura 63 - Numero de insetos adultos machos e fémeas de Opsiphanes invirae
capturados nas armadilhas iscadas com misturas de feroménio em campo,
versus controle, no terceiro monitoramento. T1- (E)-B-Farneseno, (E)-nerolidol
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e (2)-7-heptadeceno); T2- (E)-B-ocimeno, (E)-B-Farneseno, (E)-nerolidol, e (2)-7-
heptadeceno; T3- (E)-B-Farneseno e (E)-nerolidol
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X2= Teste do Qui-quadrado; ** Significancia a 1% de probabilidade (= 11,35).

Observa-se que o numero de machos no terceiro monitoramento foi menor
em todos os tratamentos, ndo apresentando diferenca em relacdo ao controle. Ao
passo que o numero de fémeas foi muito superior. Levando em consideracdo que 0s
machos atingem a maturidade sexual antes das fémeas, podemos concluir que o
namero de machos ativos sexualmente ja ndo € significativo no terceiro
monitoramento, mesmo havendo fémeas ativas. Assim, o resultado mostra que o
feromoOnio continua eficaz, atraindo muito mais fémeas que o controle, mas que os
machos ja ndo estdo mais sendo atraidos em virtude de ter passado a fase
sexualmente ativa, e, portanto, estdo sendo atraidos apenas pelo atrativo alimentar,
0 que justifica ndo haver significancia entre o numero de exemplares machos
capturados nos tratamentos e o controle. Este fato sera reforcado pela analise do
monitoramento seguinte, que demonstrara que as fémeas também nao estardo mais
ativas sexualmente no proximo monitoramento, casando perfeitamente com a
precocidade do macho encerrar a atividade sexual antes, para em seguida, a fémea

também passar pelo mesmo fenémeno.
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No quarto monitoramento (15 dias apds a instalacdo das armadilhas) foi
observada uma queda substancial do total de insetos, totalizando 1.558 individuos
(Figura 64). Nesse monitoramento ndo houve significancia entre o numero de
insetos capturados nos tratamentos em relagdo ao controle. Assim, é possivel
levantar duas hipoteses: ou os insetos ja ndo estdo mais ativos sexualmente, ou o
feromonio perdeu

sua efetividade.

Figura 64 - Niamero de insetos adultos machos e fémeas de Opsiphanes invirae
capturados nas armadilhas iscadas com mistura de feromdnio em campo,
versus controle, no quarto monitoramento. T1- (E)-B-Farneseno, (E)-nerolidol e
(2)-7-heptadeceno); T2- (E)-B-ocimeno, (E)-B-Farneseno, (E)-nerolidol, e (2)-7-
heptadeceno; T3- (E)-B-Farneseno e (E)-nerolidol
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X2= Teste do Qui-quadrado; ** Significancia a 1% de probabilidade (= 11,35).

Conforme sera visto no resultado do proximo monitoramento, conclui-se que a
primeira hipotese € verdadeira. Pela analise do terceiro monitoramento, ficou claro
que os tratamentos continuaram a ter o efeito esperado, de atracdo das fémeas, e
gue a diminuicdo de captura dos machos, embora houvesse fémeas, decorre de o
estagio de maturacdo sexual dos machos ja ter se passado. No quarto
monitoramento, ratificamos que essa caracteristica se mantém para os machos, e
verificamos que, conforme esperado, as fémeas atingiram a maturidade sexual um

pouco depois. Assim, notamos que no referido monitoramento, ja ndo ha também
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atratividade do feromonio para as fémeas, ndo havendo significancia em relacéo ao
controle, ja que o nimero de insetos, machos e fémeas, capturados no controle foi
maior que nos demais tratamentos, confirmando que a atratividade € somente
alimentar.

No quinto monitoramento (19 dias ap6s a instalacdo das armadilhas),
observamos um numero bem inferior de insetos, totalizando 570 individuos. Nossa
hipétese € que estes sdo o0s insetos que tiveram emergéncia tardia, e, assim,
ficaram fora do ciclo dos demais. O nimero de insetos capturados nos tratamentos
T1, T2 e T3 foi significativo em relagcéo ao controle (Figura 65). Dessa forma, pode-
se observar que novamente ha insetos ativos sexualmente, embora para um namero
total reduzido. Assim, verifica-se apenas que houve defasagem do ciclo de vida
destes poucos insetos em relacdo aos demais, mas conclui-se que os tratamentos

continuam eficazes.

Figura 65 - Numero de insetos adultos machos e fémeas de Opsiphanes invirae
capturados nas armadilhas iscadas com misturas de feroménio em campo,
versus controle, no quinto monitoramento
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Esses retificam a conclusdo do quarto monitoramento, de que o feromoénio
nao teve atratividade em virtude de ndo haver mais nimero suficiente de individuos

sexualmente ativos. Portanto, ao avaliar todos os monitoramentos, é conclusivo que
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houve efetividade dos tratamentos na atracdo dos insetos, e que as diferencas
observadas entre monitoramentos s&o inerentes ao ciclo de vida dos insetos,
demonstrando que o feromdnio tem atuac&o do primeiro ao ultimo monitoramento.
No geral, foram capturados 8.109 fémeas e 5.948 machos em todos os
tratamentos, observando que o nimero de fémeas capturadas foi superior aos dos

machos (Figura 66).

Figura 66 - NUmero de espécimes adultos de O. invirae capturados nas

armadilhas iscadas com mistura de feromdnios em campo, versus controle
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Nas armadilhas tratadas com adicdo do feromonio sintético observamos a
presenca de alguns inimigos naturais, como formigas e aranhas, predando os
adultos capturados, e lova-a-deus em armadilha somente com melaco (Figuras 67A,
67B e 67C). Também foi observado a predacdo das lagartas de O. invirae por
Alcaeorrhynchus grandis (Dallas, 1851) (Hemiptera: Pentatomidae) e formigas
(Figuras 64D e 64E).
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Figura 67 — Insetos predadores de adultos e lagartas de O. invirae

Fonte: Autora, 2018.
LEGENDA:

A) aranha;

B) formigas predando adultos;

C) louva-a deus;

D) percevejo Alcaeorrhynchus grandis;
E) formigas predando lagartas

7z

O ocimeno é um monoterpeno, conhecido por ser constituinte comum de
odores florais que atraem insetos, incluindo os inimigos naturais ou polinizadores
(DUDAREVA et al., 2003; TANG; ZHANG; ZHANG, 2016). E um composto, bastante
comum na mistura volatil emitida por plantas em resposta a herbivoria e danos
mecanicos (BORGES et al., 2018; PARE; TUMLINSON, 1999). Em plantas de erva
mate, llex Paraguariensis St. Hil. (Aquifoliaceae), (E) -B-ocimene teria funcao

especifica de defesa contra insetos herbivoros e microorganismos (MARTINS et al.,
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2017). E em colbénia de abelhas, (E) -B-ocimene atuaria como feroménio de ninhada
envolvido na regulacao social (GILLEY et al., 2006; MAISONNASSE et al., 2010).

Em borboletas, compostos quimicos sdo comumente capturados de plantas
para producéo de sinais volateis (BORGES et al., 2018; BOPPRE, 1984; TRIGO et
al., 1996). Como exemplo, alguns machos de lepidépteros da familia Nymphalidae,
subfamilias Danainae e Ithominae, e as mariposas da familia Noctuidae e subfamilia
Arctinae, armazenam substancias das plantas para defesa contra predadores, sendo
estes ainda, utilizados como precursores de feromoénios sexuais em machos
(TRIGO; BARATA; BROWN, 1994; SCHULZ et al., 2004). Em Heliconius erato
phyllis (Lepidoptera: Nymphalidae), o composto (E) -B-Ocimene, é sugerido como
composto sequestrado de Passiflora edulis (Passifloraceae), por lagartas desta
borboleta para compor o buqué odorifero das glandulas aromaticas abdominais de
machos adultos (BORGES et al., 2018). J4 em H. melpomene, (E)-B-Ocimene, &
relatado como um feromonio anti-afrodisiaco, onde o0s machos liberam este
composto de seus 0rgdos genitais, que poderia servir como reconhecimento de
machos, assim as fémeas acasaladas receberiam este odor, ficando pouco
atraentes, por cheirar como machos (SCHULZ et al., 2008). Farré-Armengol e
colaboradores (2017) destacam a importancia do -ocimeno no estabelecimento de
interagbes biolégicas muito relevantes entre plantas e organismos benéficos. Na
mariposa Hyphantria cunea (Drury, 1773) (Lepidopera: Erebidae), B-ocimeno é
descrito como sinergista em compostos feromdnicos sexuais para atracdo das
mariposas machos desta espécie (TANG; ZHANG; ZHANG, 2016, 2012).

Como descrito anteriormente, embora o composto ocimene nao tenha
apresentado bioatividade nos ensaios eletroantenogréaficos, este componente foi
avaliado em campo devido as diversas funcbes relatadas na literatura, na
expectativa de melhoria da atratividade do feroménio. No entanto, os resultados
revelam que n&do houve diferenga entre os tratamentos T1 e T2, ndo se mostrando
vantajoso o acréscimo do 3-ocimeno na mistura feromonal de O. invirae. Além disso,
a adicdo deste composto parece ser responsavel pela perda precoce de atratividade
do tratamento T2 em campo.

(E)-B-Farnesene é um semioquimico amplamente utilizado por plantas e
insetos para comunicacao (CROCK; WILDUNG; CROTEAU, 1997). Este composto
pode ser liberado pelos insetos atuando como feroménio e alomoénios, e em alguns

insetos predadores, como cairomoénio para localizacdo de suas presas (BORGES et
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al., 2018; PARE; TUMLINSON, 1999). Na subfamilia Danainae, (E)-B-Farneseno foi
identificado no pincel de pélos dos extratos de machos da borboleta monarca
(SCHULZ; BOPPRE; VANE-WRIGHT, 1993), e relatado como feromonio sexual nos
machos da mariposa Corcyra cephalonica (Stainton, 1865) (Lepidopera: Pyralidae),
onde os extratos obtidos da asa ou composto sintético mostraram-se atraentes para
as fémeas agindo a curta distancia (SARTO MONTEYS et al., 2012; ZAGATTI et al.,
1987). Em campo (E)-beta-farneseno mostrou-se como principal constituinte
atraente para a captura de machos da mariposa de Cydia pomonella (L., 1758)
(Lepidoptera: Tortricidae) (CORACINI et al., 2004). Recentemente o composto (E,E)-
a-farneseno, foi identificado como sexto componente do feromo6nio de agregacao em
uma populacdo brasileira de machos de Alphitobius diaperinus (Panz, 1797)
(Coleoptera: Tenebrionidae). Dentre os constituintes do feromoénio desta praga ainda
estdo (E) ocimene e (S) linalol, sendo este Ultimo, o constituinte principal
(HASSEMER et al., 2016).

O nerolidol € um sesquiterpeno abundante em muitas espécies de plantas
(THANH; CHAUHAN, 2014). Nos percevejos Amblypelta lutescens lutescens
(Distant, 1911) e Leptoglossus phyllopus (L., 1767) (Hemiptera: Coreidae), as
misturas de volateis macho-especifico liberados por estes, descrito como possivel
feromdnio, destaca o Nerolidol como constituinte majoritario (ALDRICH et al., 1993;
KHRIMIAN et al., 2012; THANH; CHAUHAN, 2014). Em Nezara viridula (L., 1758)
(Hemiptera: Pentatomidae), nerolidol é relatado como um dos quatro constituintes da
mistura feromonal produzido pelos machos (MIKLAS, 2000). Em Spodoptera
frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae), nerolidol provocou resposta
nas antenas de fémeas coespecificas, como um composto induzido por hebivoria
emitidos pelas plantas do milho (PINTO-ZEVALLOS; STRAPASSON; ZARBIN,
2016).

O composto 1-heptadeceno foi identificado como constituinte minoritario,
sendo identificado como feromonio sexual macho-especifico do besouro necréfago
Oxelytrum discicolle (Brullé, 1840) (Coleoptera: Silphidae) de interesse forense.
Nesta espécie, é relatado que os machos sdo os responsaveis por buscar a fonte
alimentar e entédo liberar os componentes feromonais para atracdo das fémeas, que
sdo atraidas somente pela combinacédo da fonte alimentar (extrato da carcaca) e
volateis de machos, caracterizando um sinergismo (FOCKINK; MISE; ZARBIN,
2013).
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Dentre os compostos utilizados nas misturas em campo no presente trabalho,
(E)-B-Farneseno, (E)-nerolidol e (2)-7-heptadeceno, revelaram serem constituintes
importantes do feromdnio de agregacéao de O. invirae.

O comportamento dos insetos adultos nas armadilhas avaliadas neste estudo
foi claramente intenso nos horarios crespusculares matutinos e vespertinos. Nestes
periodos, observamos uma grande movimentagcdo de grupos de insetos
concentrados na borda das armadilhas, em véos continuos e localizados. Embora O.
invirae tenha habito diurno, alimentando-se por todo o dia, este comportamento ndo
foi observado no decorrer do dia durante as avaliagdes em campo, caracterizando
esta movimentacdo, como comportamento sexual desta espécie.

Em borboletas, a escolha do parceiro é influenciada por sinais visuais e
olfativos, importantes a curto alcance (ANDERSSON et al., 2007). Machos de muitas
espécies competem por territérios realizando interacbes aéreas com objetivo de
acasalamento (KEMP; WIKLUND, 2001; TAKEUCHI, 2017). Espécies do género
Ithominae (Lepidoptera: Nymphalidae), por exemplo, possuem grande capacidade
de agregactes (PINHEIRO et al., 2008). Para Haber (1978), este comportamento
gregario nos itomineos sao exibicdes de acasalamento ou leks realizados pelos
machos, envolvendo a liberacédo de feroménio. Como descrito por Hoglund e Alatalo
(1995), leks sdo areas de agregacbes de machos, onde fémeas chegam apenas
para o acasalamento. Em mosca-das-frutas do Caribe, Anastrepha suspensa (Loew,
1862) (Diptera: Tephritidae), machos formam leks e atraem fémeas com a liberacao
de ferombnio (NATION, 1990). Estes padrdes de acasalamento em lek, também
foram relatados nas borboletas crespusculares Caligo illioneus (Cr., 1775) e Caligo
oileus Felder, 1861 (Lepidoptera: Nymphalidae) (SRYGLEY; PENZ, 1999).

Sobre o comportamento sexual de O. invirae, sabe-se que machos realizam
exibicbes aéreas em seu comportamento reprodutivo, liberando feroménio
afrodisiaco para atracdo de fémeas para acasalamento (ver capitulo 1). De acordo
com Srygley e Penz (1999), as caracteristicas ambientais que sdo procuradas pelas
fémeas, aumentam as chances de encontrar uma fémea em tal localidade, sendo
este fato, determinante para a localizacdo das arenas dos machos. Nossa hipotese &
que os sinais quimicos (feroménio e alimento) e os indicativos visuais da populacao
de insetos, em condigbes de acasalamento, somam elementos que levaram os

insetos adultos machos e fémeas a se dirigirem preferencialmente as armadilhas
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iscadas com feromonio. Inicialmente as fémeas sdo atraidas pelo feroménio sexual
do macho e atrativo alimentar, e posteriormente, os machos, fazendo uso dos sinais
qguimicos e visuais, se direcionam em busca de fémeas para o acasalamento.

Nesta avaliacdo fizemos uso da técnica de captura massal dos insetos para o
controle da populacéo de O. invirae. O conceito desta técnica faz uso iscas quimicas
sintéticas espécie-especificas, como feroménios sexuais e de agregacao, e atrativos
alimentares ou do hospedeiro, para atracdo dos insetos a uma armadilha, onde
estes ficam presos e morrem. Nesta técnica, a densidade e a eficiéncia das
armadilhas, bem como a eficiéncia das iscas, necessitam ser suficientes para uma
captura expressiva de insetos, visando a reducdo dos danos econdomicos (EL-
SAYED et al., 2006). Realcar o odor do hospedeiro ou o sinergismo da atracao
sexual € de grande importancia no desenvolvimento de iscas a base de feroménio
(LANDOLT; PHILLIPS, 1997).

Em ambientes naturais muitos dos odores biologicamente ativos dos insetos,
sdo emitidos a partir da sinalizacdo de alimentos e plantas. Nesta situacao, iscas
qgue sao produzidas exclusivamente com feroménio, ndo sdo suscetiveis de serem
competitivas quando colocadas em campo. Os feroménios de insetos machos em
geral, além de indicar a localizacdo de um recurso alimentar, sinaliza a possivel
presenca de fémeas na area (CERUTI, 2007; LANDOLT; PHILLIPS, 1997).

Um exemplo de isca de machos de sucesso levando em consideracédo estes
fatores, € o feromdnio de agregacdo da broca-do-olho do coqueiro, Rhynchophorus
palmarum L. 1764 (Coleoptera: Curculionidae), o Rincoforol, que associa a captura
destes insetos ao atraente alimentar como a cana-de-agUcar, apresentando
excelentes resultados na captura massal desta praga em cultivos de arecaceas
(NAVARRO et al., 2002; WITZGALL; KIRSCH; CORK, 2010). No besouro
Carpophilus lugubris Murray, 1864 (Coleoptera: Nitidulidae), a adicdo do feromdnio
de agregacdo ao atraente alimentar, provocou um aumento significativo em sua
atracdo (HENGCHEN;LARRY, 1992). Em O. discicolle, esse comportamento se
repetiu, demonstrando que a combinacdo de volateis de machos, na presenca de
odor alimentar eram atraentes para as fémeas.

Além dos coledpteros, muitas espécies de drosofilideos sdo atraidas para o
ferombénio dos machos em associacdo com odores alimentares (LANDOLT;
PHILLIPS, 1997). Recentemente, em estudo com Drosophila melanogaster Meigen,

1830 (Diptera: Drosophilidae), foi demonstrado que o feroménio sexual produzido
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por machos desta espécie, na presenca do odor alimentar, provocou nas moscas
maior rapidez na receptividade das fémeas virgens, ao cortejo de machos (DAS et
al., 2017). Em H. cunea , foi relatado a influéncia dos voléateis das folhas na captura
dos adultos, quando adicionadas em armadilhas de feromonio sexual, afetando os
comportamentos de reproducdo, com o aumento das taxas de acasalamento e
oviposicédo (TANG; ZHANG; ZHANG, 2016).

Em lepidopteros, a técnica de captura massal com iscas de feromdnio tem
sido usada para o controle das mariposas C. pomonella e Pectinophora gossypiella
(Saund., 1844) (Lepidoptera: Gelechiidae). Em C. pomonella, taticas de controle tem
sido investigada com uso combinado do feromonio e cairomonio para melhoria da
isca feromonal no controle massal (EL-SAYED et al., 2006; KNIGHT et al., 2001;
LIGHT et al., 2001; MAFRA-NETO; HABIB, 1996).

Os adultos de Opsiphanes cassina Stichel, 1902 (Lepidoptera: Nymphalidae),
apresentam quimiotropismo positivo por substancias organicas em decomposicéo,
como frutas em fermentacdo (LORIA et al., 2002; PARRA et al., 2009; RODRIGUEZ
et al., 2009; TINOCO, 2016). Assim como O. cassina, atualmente, o manejo dos
adultos de O. invirae ocorre com uso de armadilhas com atraente alimentar (melaco)
para captura massal, e em alguns casos com uso de inseticida para uso da técnica
atrai e mata. Os nossos resultados iniciais sugerem que as misturas do feromonio de
O. invirae podem ser (til na potencializacdo da atratividade destes insetos, em
funcdo da maximizacdo da captura de machos e fémeas, através da técnica de
coleta massal.

Como observado em campo, o uso de armadilhas iscadas com feromonio
sintético e atraente alimentar permitiu uma grande captura de insetos-alvo no seu
periodo reprodutivo. E como resultado pratico, esperamos que ocorra a interrupgao
no acasalamento, impedindo a oviposicdo em campo, e consequentemente, a
reducdo da préxima geracao do inseto-praga. Ficou claro que as armadilhas com
ferombnio e atraente alimentar foi significativamente mais atraente que as
armadilnas apenas com o alimento. A presente mistura contribuiu de forma
expressiva ao metodo ja aplicado, pela presenca de componentes ativos sobre a
atracdo dos insetos por todo o seu periodo reprodutivo, possibilitando, assim, uma
contribuicéo efetiva ao controle de O. invirae.

Deste modo este produto potencializa a atratividade das armadilhas ja usadas

em campo, com adicdo do feromonio para o monitoramento e controle massal desta



111

praga. Estes resultados contribuem para a compreenséo da ecologia quimica de O.
invirae e evidencia o potencial deste ferombénio como uma nova ferramenta que
atenda aos preceitos do Manejo Integrado de Praga (MIP). No entanto, pesquisas
futuras se fazem necesséarias para o melhor entendimento da aplicacdo deste
produto em campo, como por exemplo, investigacdo da duracdo e estabilidade do

feromdnio em diferentes liberadores e doses, em laboratério e campo.

5 CONCLUSOES

A comunicacao entre O. invirae € mediada por feroménio de agregacao.

As analises dos volateis e dos extratos hexanicos obtidos de machos e
fémeas mostraram a existéncia de compostos macho-especifico. Identificamos que
0s machos desta espécie liberam naturalmente uma mixtura de monoterpenos,
sesquiterpenos e alcenos caracterizados como (E)-B-ocimeno, linalol, (E)-B-
Farneseno, (E)-nerolidol, (Z)-7-hexadeceno e (Z)-7-heptadeceno. Destes compostos,
apenas o (E)-B-ocimeno, € comum as fémeas.

Nas analises eletrofisiolégicas, 0s compostos macho-especifico (E)-B-
farneseno, (E)-nerolidol e (Z)-7-heptadeceno eliciaram respostas em fémeas virgens,
indicando se tratar dos constituintes do feroménio desta espécie.

Na avaliagdo de atratividade em campo, 0s constituintes do proposto
ferombnio de agregacao de O. invirae, demonstraram incrementar a captura dos
adultos nas armadilhas com atraente alimentar, contribuindo para maior atratividade.

Este estudo mostra-se efetivo, podendo subsidiar o uso de semioquimicos no
MIP. Além disso, € um trabalho inédito, ndo havendo relatos na literatura voltados

para o estudo do feroménio de O. invirae.
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praga desfolhadora, Opsiphanes invirae Hubner, 1808 (Lepidoptera:
Nymphalidae)

A presente invengao faz referéncia a formulagéo do feroménio sexual
eficaz no monitoramento e controle da praga desfolhadora
Opsiphanes invirae em plantios de arecaceas, como o0 coqueiro e
dendezeiro, pelos sérios danos causados a estas culturas de
interesse socioecondmico. Tal composigdo contém R-farneseno, (E)-
nerolidol e (Z)-7-heptadeceno, variando na proporgéo 1:1:1 a
1:10:20, respectivamente. No experimento em campo, o uso desta
invencdo, mostrou ser um produto promissor para a captura dos
insetos adultos de O. invirae. Assim, esta invencéo também faz
referéncia ao método de controle desta praga com uso da
formulagéo, objeto desta invengao. Em virtude de futuras
necessidades, esta invengdo pode estender-se a outras culturas e
regides afetadas por este inseto-praga.
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