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RESUMO

A familia Castniidae € um grupo de insetos com cerca de 150 espécies, e distribui-se na
Peninsula Malaia, Austréalia, América do Sul e América Central. As lagartas de espécies desta
familia sdo brocas de -culturas das familias Arecaceae, Bromeliaceae, Musaceae,
Heliconiaceae, Orchidaceae e Poaceae. Dentre as espécies-pragas da familia Castniidae esta a
broca-da-coroa-foliar, Eupalamides cyparissias (Fabricius, 1776) (Lepidoptera: Castniidae),
uma importante praga de palmeiras da regido Amazonica do Brasil, Equador, Colombia, Peru,
Venezuela e norte do Panama. Os prejuizos mais evidentes estdo associados as plantas de
Cocos nucifera L. (Arecales: Arecaceae) (coqueiro) e Elaeis guineensis Jacq. (Arecales:
Arecaceae) (dendezeiro), principais culturas de importancia econémica para o estado do Para.
Este trabalho teve por objetivo observar o comportamento de E. cyparissias, identificar
células glandulares nos ovipositores de fémeas, distinguir os tipos de sensilas nas antenas de
machos e fémeas e investigar a presenca de feromoénios sexuais em ambos 0s sexos. As
observacBes comportamentais foram realizadas em laboratério e em culturas de dendé no
municipio de Moju, Para. Os cortes histologicos dos ovipositores foram analisados em
microscopio de luz (Olympus, BX41). As antenas foram analisadas por microscopia
eletrénica de varredura (MEV) utilizando-se microscépio Shimadzu, modelo SSX-550
Superscan. Para preparacao dos extratos das asas anterior e posterior de machos e fémeas, do
ovipositor e do 6rgdo sexual dos machos foram utilizados adultos com 24 e 48 horas de idade.
Para cada par de asas foi utilizado 300 uL de hexano (grau HPLC destilado) e para cada érgéo
sexual do macho ou ovipositor da fémea utilizou-se 100 pL do mesmo solvente,
permanecendo por 20 minutos, em seguida o sobrenadante foi transferido para um vidro de 2
mL. A avaliacdo da bioatividade dos extratos foi realizada por cromatografia gasosa acoplada
ao detector eletroantenografico (CG-EAD) e a separacdo e identificacdo dos compostos
através do cromatdgrafo gasoso (CG) e cromatografia gasosa acoplado a espectrometria de
massas (CG-EM). Observac6es de campo permitiram confirmar que mariposas em plantios de
dendé no Para sdo bastante ativas em horario crepuscular entre as 6:00 h e 7:30 h e entre as
18:30 h e 19:30 h. Comportamentos caracteristicos de corte como exposicdo do ovipositor,
exposicao de clasperes, exposicdo do ovipositor e bater das asas, caminhar batendo as asas,
movimentos abdominais, caminhada orientada ao sexo oposto, antenacdo e contato foram
observados. A anélise histolégica permitiu identificar células glandulares localizadas
préximas a cuticula na regido proximal dorsal do ovipositor. Nas antenas de machos e fémeas
cinco tipos de sensilas foram observadas: tricoide, caética, esquamiforme, coelocénica e
auricilica. Comportamentos caracteristicos observados e as estruturas morfoldgicas permitem
inferir substancias quimicas mediando a comunicacdo entre esses insetos. Os compostos
especificos de machos identificados foram, 7,11-hexadecadienal, 7,11-hexadecadien-1-ol,
espringeno, geranil linalol e geranil geraniol. Como compostos especificos de fémeas foram
identificados a-coapaeno, trans-cariofileno, 1-hexadecanol, 9-hexadecenoato de octadecila e
hexadecanoato de octadecila. Analise de CG-EAD revelou atividade antenografica da antena
da fémea frente aos compostos geranil geraniol, nonacosano e [B-sitosterol presentes nos
extratos da asa posterior dos machos.

Palavras-chaves: Broca-da-coroa-foliar. Eupalamides cyparissias. Castniidae.



ABSTRACT

The Castniidae family is a group of Pantropical insects with about 150 species widely
distributed mainly in the Malay Peninsula, Australia, South America and Central America.
The caterpillars of species in this family are borer of cultures of the families Arecaceae,
Bromeliaceae, Musaceae, Heliconiaceae, Orchidaceae and Poaceae. Among the species of
pests Castniidae family is the borer crown leaf Eupalamides cyparissias Fab. (Lepidoptera:
Castniidae), a major pest of palm trees in the Amazon region of Brazil, Ecuador, Colombia,
Peru, Venezuela and Northern Panama. The damages are associated with Cocos nucifera L.
(Arecales: Arecaceae) (coconut plants) and Elaeis guineensis Jacq. (Arecales: Arecaceae) (oil
palm), major crops of economic importance to the state of Para. This study aimed to observe
the E. cyparissias behavior, identify glandular cells in the female ovipositors, distinguish the
types of sensilla in the antennae of males and females and investigate the presence of sex
pheromones in both sexes. Behavioral observations were carried out in laboratory and palm
oil crops in the municipality of Moju, Para. Histological sections of ovipositors were analyzed
in light microscope (Olympus BX41). The antennas were analyzed by Scanning Electron
Microscopy (SEM) using a Shimadzu, Model SSX-550 Superscan. For preparation of extracts
of front and rear wings of male and female, ovipositor and male sexual organ, adults with 24
and 48 hours of age were used. For each pair of wings 300 uL of hexane (distilled HPLC
grade) was used and each male sexual organ or female ovipositor 100 uL was used the same
solvent, for 20 minutes, then the supernatant was transferred to a 2 ml vial. Evaluation of the
bioactivity of the extracts was performed on GC-EAD and the separation and identification of
compounds by GC and GC-MS. Field observations confirm that enabled moths in palm
plantations in Pard are quite active in crepuscular time between 6:00 and 7:30 am and between
18:30 and 19:30 pm. Characteristic behaviors courtship as exposure of the ovipositor,
clasperes exposure, ovipositor exposure and beating of wings, walk flapping, abdominal
movements, guided walk to the opposite sex, antennation and contact have been observed.
Histological analysis identified glandular cells located near the cuticle on the dorsal proximal
region of the ovipositor. In the antennae of male and female five types of sensilla were
observed: trichodea, chaetica, squamiformia, coeloconica, and auricillica. Characteristic
behaviors observed and morphological structures allow us to infer chemicals mediating the
communication between these insects. The specific compounds males were identified 7,11-
hexadecadienal, 7,11-hexadecadien-1-ol, espringene, geranyl linalool and geranyl geraniol.
Female specific compounds were identified a-coapaene, trans-caryophyllene, 1-hexadecanol,
9-Hexadecenoic acid, octadecyl ester and Hexadecanoic acid, octadecyl ester. GC-EAD
analysis revealed female antenna activity for geranyl geraniol compounds, nonacosane and f3-
sitosterol present in the extracts of the rear wing of males.

Keywords: borer-the-crown-leaf. Eupalamides cyparissias. Castniidae.
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1 INTRODUCAO GERAL

A familia Castniidae € um grupo de insetos Pantropicais distribuindo-se
mundialmente na Peninsula Malaia, Australia, América do Sul e América Central, possuindo
cerca de 150 espécies (GONZALEZ; STUNNING, 2007; MORAES; DUARTE, 2009). As
lagartas dessa familia sdo brocas de plantas das familias Arecaceae, Bromeliaceae, Musaceae,
Heliconiaceae, Orchidaceae e Poaceae (MILLER, 1987; GONZALEZ; FERNANDEZ-
YEPEZ, 1993; GONZALEZ; COCK, 2004). Devido ao habito alimentar dessas lagartas,
muitas espécies pertencente familia tornaram-se pragas de culturas de importancia econémica
em diversas regides do mundo (REBOUCAS et al., 1999; MONTEYS, 2002; VASQUEZ et
al., 2008; WADT, 2012).

Telchin licus (Drury, 1773) (Lepidoptera: Castniidae) é considerada uma das pragas
mais importantes em diversas regides na cultura de Saccharum officinarum L. (Poales:
Poaceae) (cana-de-acucar) (MYERS, 1935; REBOUCAS et al., 1999; ALMEIDA et al.,
2007). Ja Paysandisia archon (Burmeister 1879) (Lepidoptera: Castniidae) e Eupalamides
cyparissias (Fabricius, 1776) (Lepidoptera: Castniidae) sdo pragas de diversas palmeiras
economicamente importantes (KORKYTKOWSKI; RUIZ, 1979a; KORKYTKOWSKI;
RUIZ, 1979b; DELGADO; COUTURIER, 2003; ALDANA et al., 2005; MONTEYS;
AGUILAR, 2005; MONTEYS, 2013; DELLE-VEDOVE et al., 2014).

E. cyparissias € uma importante praga de palmeiras estando presente em toda a
regido Amazonica pertencente ao Brasil, Equador, Colémbia, Peru, Venezuela e norte do
Panama (GENTY et al., 1978; KORKYTKOWSKI; RUIZ, 1979; KORKYTKOWSKI; RUIZ,
1979b; HUGENOT; VERA, 1981; ALDANA et al., 2005). Seus prejuizos mais evidentes
estdo associados as culturas do coqueiro (Cocos nucifera L.) e do dendezeiro (Elaeis
guineensis Jacq.), principais culturas do estado do Para (SOUZA et al., 1998; SILVA et al.,
2003; ALDANA et al., 2005).

Essa praga possui grande importancia econémica para as culturas citadas,
diminuindo a produtividade e aumentando os custos de controle (SILVA et al., 2003). As
lagartas de E. cyparissias alimentam-se do estipe da planta, formando galerias que provocam
danos como reducdo no fluxo de seiva bruta e elaborada nos vasos condutores,

amarelecimento das folhas jovens, redugdo do numero de folhas e dobramento das folhas mais
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velhas (MULLER et al., 2000). Além disso, as galerias favorecem a entrada de fitopatdgenos
e insetos herbivoros que podem inocular doencas (BERNARDINO, 2007).

O controle geralmente realizado através da aplicacdo de inseticidas como o acefato e
carbaril (MULLER et al., 2000). Embora o uso de inseticidas forneca controle para as
lagartas, tem-se um alto custo, e pode levar a consequéncias secundarias quando utilizado
como Unica alternativa, facilitando o desenvolvimento de populacdes resistentes, eliminando
inimigos naturais, ou ainda ocasionando mudanca do estatus de uma praga de secundaria para
primaria (PEREZ; IANNACONE, 2008; PINTO-ZEVALLOS; ZARBIN, 2013). Com isso, 0
uso de ferombnios tem sido considerado uma das mais importantes taticas dentro de
programas de manejo integrado de pragas (MIP) (PINTO-ZEVALLQOS; ZARBIN, 2013),

Pouco se sabe sobre a producdo de feroménios sexuais em mariposas da familia
Castniidae. Apenas as espécies T. licus licus e P. archon foram investigadas do ponto de vista
quimico (REBOUCAS et al., 1999; MONTEYS et al., 2012; DELLE-VEDOVE et al., 2014;
RIOLO et al., 2014).

Contudo, para o estudo de feromdnios de insetos, etapas intermedidrias que
envolvem os estudos comportamentais sdo importantes para caracterizar o sistema de
comunicacdo do inseto-praga (VILELA; DELLA LUCIA, 1987). Até o presente momento
nédo existem informagdes sobre o comportamento reprodutivo de E. cyparissias e nem sobre
as substancias quimicas envolvidas na comunicagdo intra-especifica deste inseto. Essas
informacBes sdo extremamente importantes para que estratégias de controle sejam
desenvolvidas.

Esse trabalho teve como objetivo desenvolver estudos com E. cyparissias no que se
refere a0 comportamento em campo e laboratorio, investigar células glandulares envolvidas
na producdo de feromdnios nos ovipositores de fémeas, distinguir os tipos de sensilas nas
antenas de machos e fémeas, bem como isolar e identificar feromodnio sexual em ambos 0s
sexos. Tais informagOes poderdo levar ao desenvolvimento de um feromonios sintetico Util

para o Manejo Integrado de Praga.
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RESUMO

A familia Castniidae constitui um pequeno grupo de insetos tropicais, incluindo
cerca de 150 espécies. A grande maioria habita as regides neotropicais com grupos
distribuidos na América do Sul e Central, Australia e Peninsula Malaia. Estudos revelam que
o0 Brasil abriga 65 espécies de Castniidae, correspondendo a 61% da fauna dessa familia. Em
sua maioria os adultos sdo de habito diurno, mas existem espécies noturnas. As lagartas sdo
preferencialmente brocas de caules, pseudocaules, raizes, rizomas, bulbos e pseudobulbos. As
espécies da familia Castniidae utilizam plantas das familias Poaeceae, Bromelialiaceae,
Musaceae, Arecaceae e Orchidaceae como hospedeiras. Algumas espécies sdo comuns e
representam importantes pragas de agricolas, como por exemplo, Eupalamides cyparissias
(Fabricius, 1776) (Lepidoptera: Castniidae) que ataca diversas plantas da familia Arecaceae
como o coqueiro (Cocos nucifera L.) e o dendezeiro (Elaeis guineensis Jacg.) e a espécie
Telchin licus licus (Drury, 1773) (Lepidoptera: Castniidae) que é praga da cana de agucar,
abacaxizeiro e musaceas. A espécie Paysandisia archon (Burmeister 1879) (Lepidoptera:
Castniidae), originalmente era restrita & América do Sul, mas, atualmente € considerada uma
importante praga de palmeiras ornamentais e distribui-se ao longo da costa das llhas
Britanicas a Italia. O interesse dos estudos com insetos da familia Castniidae tem aumentado
nos ultimos 20 anos devido principalmente ao potencial que insetos dessa familia tém em se
tornar pragas em culturas agricolas. Nesse contexto, estudos sdo realizados na tentativa de
propor métodos de controle dos insetos-praga como alternativas dentro do Manejo Integrado
de Pragas (MIP). A presente revisdo teve por objetivo fornecer informacgdes sobre o caminho
das investigacGes de compostos feromonais para controle de insetos-praga da familia
Castniidae, atualmente representada por espeécies consideradas de dificil controle.

Palavras-chaves: Lepidoptera; insetos-praga; feroménios; semioquimicos; MIP
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RESEARCH USING OF INSECTS CASTNIIDAE FAMILY: ADVANCES IN
PHEROMONE CHARACTERISTICS AND PEST CONTROL

The Castniidae family is a small group of tropical insects, including about 150 species. The
large majority inhabits the neotropical regions with groups distributed in South and Central
America, Australia and the Malay Peninsula. Brazil has 65 species of Castniidae, this
corresponds to 61% of this family fauna. Mostly adults are diurnal, but there are nocturnal
species. Larvae are preferentially borer stems, pseudostems, roots, rhizomes, bulbs and
pseudobulbs. The Castniidae family species use plants of Poaeceae, Bromelialiaceae,
Musaceae, Arecaceae and Orchidaceae families. A few species are common and are important
pests of crops such as Eupalamides cyparissias (Fabricius, 1776) (Lepidoptera: Castniidae)
which attacks various plants of the Arecaceae family such as coconut palm (Cocos nucifera
L.) and the oil palm (Elaeis guineensis) and the species Telchin licus (Drury, 1773)
(Lepidoptera: Castniidae) that is a pest of sugar cane, pineapple tree and musaceas. The
species Paysandisia archon (Burmeister 1879) (Lepidoptera: Castniidae), was originally
restricted to South America, but is now considered an important pest of ornamental palms and
is distributed along the coast of the British Isles to Italy. The interest of studies Castniidae
Family insects has increased in the past 20 years mainly due to the potential that some insects
in this family have become pests in important crops. Researches with Castniidae family
insects has increased in the past 20 years mainly due to the potential that some insects in this
family have become pests in important crops. In this context, some studies have been
performed to propose methods of control of insect pests as alternatives within the Integrated
Pest Management (IPM). This review aimed to provide information about the way the
investigations of pheromonal compounds insect pests of Castniidae family currently
represented by some species considered of difficult control.

Keywords: Lepidoptera; Insect pests; semiochemicals; IPM
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INTRODUCAO

Atualmente a grande preocupacdo com a preservacdo do meio ambiente tem
estimulado o desenvolvimento de novos métodos para o controle integrado de pragas. O
controle de insetos-praga tem sido eficientemente realizado através do uso de inseticidas,
entretanto, utilizar esses compostos como Unico recurso para o controle tem estimulado o
aparecimento de populagdes de pragas resistentes, além de comprometer a acdo dos inimigos
naturais. 12

Dentre as familias de insetos da ordem Lepidoptera como espécie-pragas, destaca-se
a familia Castniidae. Muitas espéecies dessa familia possuem alto grau de endemismo e
reduzida distribuicdo geogréafica. > As espécies mais conhecidas de Castniidae sdo aquelas de
importancia econdmica agricola, como por exemplo, Eupalamides cyparissias (Fabricius,
1776) (Lepidotpera: Castniidae) que ataca plantas de coqueiro (Cocos nucifera L., Arecaceae)
e dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq., Arecaceae), a espécie Telchin licus (Drury, 1773)
(Lepidotpera: Castniidae) que é praga da cana-de-agUcar (Saccharum officinarum L.
Poaceae), abacaxizeiro (Ananas comosus (L.) Merr. Bromeliaceae) e muséceas.® As plantas de
abacaxizeiro também podem ser atacadas pela praga Castnia icarus (Cramer, 1774)
(Lepidoptera: Castniidae).®

No Brasil, a cultura de palmeiras exerce grande importancia seja para industrias de
6leos combustiveis ou industrias alimenticias. O dendezeiro destaca-se dentre as culturas de
oleaginosas com potencial para a producéo do biodiesel, chegando a um rendimento de 3,0 a
6,0 toneladas de 6leo por hectare por ano.” A producéo nacional de dendé equivale a 0,3 % da
producdo mundial, o estado do Para destaca-se como maior produtor, com uma produtividade
média de 3,32 toneladas por hectare.® O estado possui aproximadamente 140 mil hectares
plantados com dendezeiro.’

Para a cultura do coqueiro o Brasil destaca-se entre os maiores produtores, sendo o
quarto produtor mundial com producdo méxima de 2,8 milhdes de toneladas em uma area
colhida de 257 mil ha de coqueiros.!® O Brasil possui cerca de 280 mil hectares cultivados
com coqueiro, as maiores plantagdes se concentram na faixa litoranea do Nordeste e parte da
regido Norte do pais. Com relacdo a &rea plantada, o estado da Bahia lidera a producgéo de
coco no Brasil, seguido pelos estados do Ceara, Sergipe e Para.*°

Este cenario demonstra a importancia das culturas de coqueiro e dendezeiro para o

Brasil. Contudo € importante salientar que as pragas apresentam uma grande ameaca a essas
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culturas, cujos ataques aumentam os riscos de sua exploracdo e contribui para a reducdo da
produtividade e aumento nos custos de controle.**

Com relacéo a cana-de-acgucar, o Brasil € o maior produtor mundial, a &rea colhida e
destinada a atividade sucroalcooleira na safra de 2013/2014 foi de 8.799.150 mil hectares,
com o estado de Sdo Paulo como maior produtor seguido por Minas Gerais, Goias e Parana.'2
Para essa cultura, a broca-gigante da cana-de-acucar (T. licus) é relatada como umas das
principais pragas, sendo considerada de dificil controle. 1314

O controle de pragas através do uso de inseticidas € o mais comumente utilizado,
entretanto, atualmente busca-se o emprego de estratégias mais diversificadas e principalmente
ligadas ao Manejo Integrado de Pragas (MIP), com isso, 0s semioquimicos podem oferecer
oportunidades para o desenvolvimento de novas tecnologias para o controle de pragas.®

Os semioquimicos sdo utilizados pelos insetos para desempenhar diversas funcdes
vitais como a localizacdo de presas, defesa e agressividade, selecdo de plantas hospedeiras,
escolha para os locais de oviposicdo, corte e acasalamento.'® A comunicagdo pode ocorrer
entre organismos da mesma espécie ou entre organismos de espécies diferentes. Dentre 0s
semioquimicos, os feromonios sdo aquelas substancias secretadas por um organismo e
recebida por outro individuo da mesma espécie provocando uma reagdo especifica. Ja o0s
sinais quimicos percebidos por uma espécie diferente podem ser classificados como
aleloquimicos que compreendem os cairomonios (beneficiam o individuo receptor),
alomoénios (beneficiam individuo emissor) e sinoménios (beneficiam o emissor e o
receptor).’>!

A presente revisdo teve por objetivo fornecer informagbes sobre o caminho dos
estudos de comportamento sexual e investigacbes de compostos feromonais com insetos-

praga da familia Castniidae, como base para seu controle.
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DISTRIBUICAO DE INSETOS DA FAMILIA CASTNIIDAE

A familia Castniidae (Lepidoptera) constitui um grupo de insetos Pantropiais com
aproximadamente 150 espécies, distribuindo-se na Peninsula Malaia, Australia, América do
Sul e América Central.>® Em geral as espécies mais conhecidas sdo aquelas de importancia
econdmica.

Segundo Lamas (1993)°, existem espécies raras e endémicas, com distribuicéo
geogréfica reduzida, outras podem ter sido extintas devido principalmente ao desaparecimento
ou modificacdo dos habitats especializados que ocupam. Entretanto, as espécies E.
cyparissias, T. licus e Paysandisia archon representam importantes pragas. >’

A espécie de habito crepuscular E. cyparissias se distribui ao longo da bacia
Amazonica, incluindo o Norte do Brasil, Colémbia, Peru, Equador, Guiana, Venezuela e
Norte do Panama. 1822 Na regido Norte do Brasil essa praga é relatada principalmente no
estado do Para, nas cidades de Moju e Tailandia regibes com grandes areas de plantios de
palmeiras.?® O primeiro registro do ataque de E. cyparissias em plantios no estado do Par,
ocorreu em 1938.24

T. licus pode ser encontrada na Costa Rica, Panamd, Colémbia, Venezuela,
Trinidade, Guiana, Suriname, Equador e Peru. No Brasil, T. licus se distribui nos estados de
Alagoas, Paraiba, Pernambuco, Bahia, Rio Grande do Norte, Rondénia, Amazonas, Para,
Acre, Minas Gerais, S&o Paulo, Goids, Mato Grosso e Rio de Janeiro.>>?® No Brasil, a
primeira ocorréncia de T. licus foi relatada na regiso Nordeste no ano de 1927.%°

P. archon esta presente no Sul da Europa e foi introduzida entre os anos de 1985 e
1995 provavelmente de locais onde era restrita sua presenca como norte da Argentina, sudeste
do Brasil e oeste do Paraguai e Uruguai.>'"*% Na Europa, P. archon ocorre
permanentemente em Portugal, Espanha, Franca, Italia, Suica, Eslovénia, Grécia, Chipre,
Bulgaéria e ocasionalmente no Reino Unido da Dinamarca.>*

Apbs ter sido introduzida e estabelecida na Europa como citado anteriormente, essa
praga teve seu primeiro relato no ano de 2000 em plantas de Trachycarpus fortunei (Hooker)
H. Wendl (Arecaceae) na provincia de Girona na Espanha.®® Logo em seguida, a presenca de
P. archon foi registrada no Sul da Franga.>®

Além dos Castniidae insetos-praga mencionados, outras espécies dessa familia, sdo
comumente descritas na literatura. A ultima lista publicada data de 2004 e relaciona artigos
publicados sobre a familia Castniidae.®® A Tabela abaixo relaciona espécies da familia

Castniidae e sua distribuicdo geografica.
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Espécie (Lepidoptera:
Castniidae)

Distribuicdo

Geografica

AUTOR

Praga

Amauta cacica procera
(Boisduval, [1875])

Hista fabricii boisduvalii
(Walker, 1854)
Synpalamides phalaris
(Fabricius, 1793)

Synpalamides
rubrophalaris (Houlbert,
1917)

Castnia invaria penelope
Schaufuss, 1870

Castnia invaria volitans
Lamas, 1995

Castnia lecerfi Dalla
Torre, 1913

Castnia icarus (Cramer,
1774)

Castniomera atymnius
(Dalman, 1824)

T. licus licus (Drury,
1773)

Telchin syphax
(Fabricius, 1775)

Ceretes marcelserres
(Godart, [1824])

Gazera heliconioides
micha (H. Druce, 1896)

América Central
(Guatemala e
Panama)

Sul do Brasil

Sul do Brasil

Sul do Brasil,
Paraguai e
Venezuela

Brasil, Argentina,
Bolivia, Paraguai

Norte da
Amazonia,
Guianas,
Venezuela,
Colémbia

Argentina, Parguai

Brasil

Brasil

América do Sul

Amazonia inferior
até Guiana e
Guiana Francesa

Argentina e Brasil

Paraguai e Brasil

(MILLER, 1986;

LAMAS, 1995) 2161

(MILLER, 1986)%

(GONZALEZ e

STUNNING, 2007)3

(JOICEY e
TALBOT, 1925;
MILLER, 1986;

LAMAS,
1995)62,21,61

(MILLER, 1986;
GONZALEZ e
FERNANDEZ-

YEPEZ, 1993)%:31

(LAMAS, 1995;
GONZALEZ e
STUNNING,
2007)361

(RIOS e
GONZALEZ,
2011)%
(MELO e VEIGA,
2012)°

(GONZALEZ e

STUNNING, 2007)*

(MILLER, 1995;
GONZALEZ e
STUNNING,
2007)362

(GONZALES, 1999;

GONZALEZ e
COCK, 2004)3280

(MILLER, 1986;

LAMAS, 1995)2161

(MILLER, 1986)%

Ananas comosus (L.)
(Abacaxi)

Ananas comosus (L.)
(Abacaxi)

Ananas comosus (L.)
(Abacaxi)

Musa spp. (Banana)
Saccharum

officinarum L. (cana-
de-acucar)
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Paysandisia archon
(Burmeister, 1880)

Eupalamides cyparissias

Riechia acraeoides
(Guérin-Méneville,
[1832])

Prometheus cochrus
(Fabricius, 1787)
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Paraguai

Brasil, Paraguai

Brasil, Paraguai

Brasil, Argentina,
Paraguai

Brasil, Argentina,
Uruguai
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Paraguai

Australia

(AGUILAR et al.,
2001)%

(CALDEIRA, 1938;
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e RUIZ, 1979)%44

(MILLER, 1986)%*

(JORGENSEN,
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1986)2164
(MILLER, 1986)%

(RIOS e
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2011)4

(MILLER, 1986)*
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2008)5°

Palmeiras

Cocos nucifera L.
(Coco);
Elaeis guineensis
Jacq. (Dendé)

Ananas comosus (L.)
(Abacaxi);

Bromelia
antiacantha;
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BIOLOGIA E HABITOS DAS PRINCIPAIS PRAGAS DA FAMILIA CASTNIIDAE

O interesse de pesquisas com insetos da familia Castniidae tem aumentado nos
ultimos 20 anos devido principalmente ao potencial que insetos dessa familia tém em se
tornar pragas em culturas de importancia, como por exemplo, P. archon, introduzida na
Europa e atualmente considerada uma importante praga de palmeiras ornamentais.>®4° As
lagartas de insetos da familia Castniidae sdo em sua maioria “brocas” de troncos e raizes, €
forrageiam principalmente plantas monocotiledéneas das familias Poaecea, Bromeliaceae,
Musaceae, Arecaceae e Orchidaceae.>*® Esse habito alimentar dos insetos na fase larval é o
principal responsavel por provocar danos as plantas hospedeiras. A seguir serdo descritos

biologias e habitos de espécies de Castniidae atualmente consideradas pragas importantes.

Eupalamides cyparissias uma importante praga de palmeiras

A espécie E. cyparissias € uma praga de grande importancia para palmeiras da
América do Sul. Korkytlowski e Ruiz (1979)*3 em 1975 registraram a ocorréncia dessa
praga e observaram uma lagarta volumosa alimentando-se dos cachos de dendé e causando
podriddo em plantas no Peru. Esses insetos se adaptaram rapidamente as condi¢cdes do
ecossistema das plantas de dendé, e se estabeleceram como uma praga primaria em um
periodo curto de tempo. O grande nimero de cachos afetados por lagartas de E. cyparissias,
chegou a provocar danos.

As lagartas da broca-da-coroa-foliar como é conhecida vulgarmente, constroem
galerias no estipe (figura 1) e na coroa foliar nas plantas de dendezeiro e coqueiro, impedindo
a circulagéo da seiva bruta e elaborada, consequentemente provocando a debilidade e morte
da planta.*?43

Externamente os danos provocados por E. cyparissias sdo observados atraves de
injurias como a reducdo do desenvolvimento das folhas novas, tombamento das folhas mais
velhas, reducdo do nimero de inflorescéncia, abortamento das flores, apodrecimento e queda
dos cachos em formagdo e em maturacdo, consequentemente reduzindo a producdo de
frutos. 4244

De La Torre et al. (2004)* relataram que em dendezeiros na Colémbia, as folhas das
palmeiras afetadas apresentam clorose ascendente, que se inicia no apice das folhas e foliolos,

provocando uma coloracdo alaranjada e levando ao ressecamento dos tecidos vegetais. Além
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dos danos diretos, E. cyparissias pode provocar danos indiretos atraves da fermentacdo dos
tecidos afetados e atracdo do besouro Rhynchophorus palmarum L. (Coleoptera:
Curculionidae) importante praga de palmeiras, ou ainda, as galerias podem facilitar a entrada

de fitopatdgenos.*®

RRERR REREREE

Figura 1. Injurias internas (orificios e galerias) provocadas por lagartas e E. cyparissias,

em plantas de coqueiro (A) e dendezeiro (B) em plantios na cidade de Moju, Para
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Os adultos de E. cyparissias sdo mariposas grandes, com as fémeas variando em
tamanho de 17 a 20 cm de envergadura e 0s machos variando de 17 a 18 cm de envergadura.
Os insetos adultos possuem uma coloracdo marrom acinzentada com sobretons de verde
metalico e violeta (figura 2A)*. O dimorfismo sexual dos insetos ndo € visivel, exceto pelo
frénulo que nos machos é formado de uma Unica cerda e nas fémeas por um tufo de cerdas
(figura 2B e 2C).182041

Figura 2. Adulto de E. cyparissias (A) e diferenciagdo do frénulo de machos (B) e fémeas (C)

Os ovos sdo ovais e alargados com as extremidades afiladas, é perceptivel as estrias
longitudinais proeminentes que demonstram um aspecto caracteristico, medem de 5 a 6 mm
de comprimento e 2 mm de largura. A coloracdo é cinza rosado quando recém ovipositados,
tornando-se mais escuro com o passar do tempo (figura 3).*
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Figura 3. Ovos de E. cyparissias

As lagartas séo de coloracdo leitosa, grandes e volumosas, variam em tamanho de 7
mm quando recém nascidas e podem chegar até 130 mm quando atingem o ultimo instar
(figura 4A).**As pupas sdo grandes, de cor castanho claro e extremidade caudal escurecida,
podem variar de 64 a 95 mm de comprimento, comumente 0os machos sdo menores. As pupas
normalmente estdo em um casulo feito das fibras da palmeira (figura 4B), o dimorfimsmo

sexual € percebido através dos poros oval e genital (figura 5).4

W"ﬂl‘l‘“‘" 12113l “'!I‘é‘fl‘“!ll"““'!\?"‘

Figura 4. Pré-pupa (A) e pupa (B) de E. cyparissias
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Figura 5. Detalhes de pupas machos e fémeas de E. cyparissias. Vista dorsal (A), vista
lateral (B), regido ventral do cremaster da fémea (C) e regido ventral do cremaster do macho
(D).(Korkytlowski e Ruiz (1979))

O ciclo de vida completo de E. cyparissias é de aproximadamente 13 meses,
entretanto, variagdes ocorrem, podendo durar em média 300 dias (figura 6).**** Os machos
adultos vivem em média 12 dias e as fémeas adultas vivem em média 18 dias. Os ovos tem
um periodo de incubacdo de 14 a 22 dias. As lagartas passam por 14 instares, com uma
variacdo de 144 & 403 dias e duracdo em média de 233 dias, 0s estagios larvais podem ser
divididos em trés tipos principais, lagarta | medem até 3 cm de comprimento, correspondem
aos instares de 1 & 5, lagarta Il com 3 a 6 cm de comprimento, sdo as lagartas que
correspondem aos instares de 6 a 10 e lagartas Il que sdo aquelas com mais de 6 cm de
comprimento e correspondem aos instares de 11 4 14,2041

As pré-pupas tem em média duragéo de 19 dias, variando de 17 a 20 dias e o periodo
pupal tem duracéo de 30 dias. O ciclo biolégico completo esta entre 217 e 493 dias, com uma

média de 314 dias.**
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Adulto = 15

Ciclo total )
=30 diasT 1, = 17 dias

Pupa = 314 dias Lagarta

=19 dias\ Pre-pupa /*:* 233 dias

Figura 6. Ciclo de vida de E. cyparissias

As mariposas de E. cyparissias sdo de habito crepuscular e seu voo se realiza durante
os horérios de pouca luz, frequentemente os voos ocorrem entre as 5h 30 min e 6h e entre as
18h e 18h 30 min, o voo das mariposas € rapido e sincronizado durante esses horarios, ja
durante a noite e o dia torna-se lento. Esse comportamento estd associado ao encontro de
parceiros para a copula, frequentemente dois ou trés machos perseguem a fémea e a cépula
ocorre apds o voo da tarde, com uma duracéo de até trés horas.*

As fémeas ovipositam por um periodo de 12 a 17 dias e podem iniciar a oviposicado
24 horas ap6s a copula podendo ovipositar até 500 ovos/fémea.*'** A oviposicdo ocorre
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através da eversdo do ovipositor, e a postura ocorre na base da coroa foliar, 0 nimero de ovos
inférteis é elevado, podendo chegar a 20 %.4144

Logo apos a eclosdo as lagartas sdo bastante mdveis e procuram preferencialmente
frutos recem-formados nos cachos verdes onde se alimentam e consequentemente formam
galerias nos tecidos internos até chegar a estipe da planta.®#46 As pré-pupas migram para o
exterior do estipe abaixo da coroa, durante esse estagio o inseto produz um casulo das fibras
da palmeira compactado juntamente com exsudados das glandulas labiais e permanecem
imoveis dentro do casulo até iniciarem a pupacdo. As pupas localizam-se em posicéo
horizontal ou ligeiramente inclinadas nas axilas das bases peciolares até o momento da
eclosdo .*

Para o controle de E. cyparissias diversos métodos sao citados na literatura. De La
Torre et al. (2004)* relataram que a liberagdo do parasitoide Ooencyrtus sp (Hymenoptera:
Encyrtidae) reduziu o namero de lagartas em cachos de dendezeiro quando comparados com
as plantas testemunhas. Entretanto Korkytkowski e Ruiz (1979)* reportaram que esse
himendptero parasita ovos, em campo, a niveis relativamente baixo. Algumas formigas dos
géneros Odontomachus (Hymenoptera: Formicidae), Pheidole (Hymenoptera: Formicidae) e
Iridomyrmex (Hymenoptera: Formicidae) foram encontradas em campo predando ovos de E.
cyparissias.*!

Algumas praticas de manejo cultural sdo citadas com efeito positivo para a
diminuicdo das populacdes de E. cyparissias. A poda reduz o nimero de lagartas, pré-pupas e
pupas, além de reduzir os sitios de oviposi¢do, bem como a coleta manual de adultos que
implica na reducéo de populagdes.**

O controle quimico através de inseticidas como acefato e carbaryl demonstrou ser
promissor, entretanto o uso indiscriminadamente como Unica alternativa pode estimular o

desenvolvimento de populagdes resistentes. 4
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Telchin licus uma das principais pragas da cana-de-agUcar

T. licus conhecida vulgarmente como broca gigante da cana-de-agUcar é considerada
uma das principais pragas da cana-de-agucar nos estados do norte e nordeste do Brasil, e era
restrita somente a essas regides.?®*’” Em 2007 Almeida e colaboradores*’ relataram a presenca
pela primeira vez dessa praga atacando plantios no estado de S&o Paulo, acredita-se que a
introdugdo dessa espécie tenha ocorrido através de plantas ornamentais. Além da cana-de-
acucar essa espécie pode atacar bananeiras (Musa sp (Zingiberales: Musaceae) e heliconias
(Heliconia sp (Zingiberales: Heliconiaceag).330-33

Com a expansdo da broca gigante da cana-de-aglcar para outras regides aléem do
Norte e Nordeste do Brasil, essa praga tornou-se um motivo de grande preocupagéo para o
setor sucroalcooleiro e tem estimulado a busca de métodos para impedir o avanco dessa
especie.

Os danos provocados pela praga sdo semelhantes aos provocados pela broca da cana-
de-agUcar Diatraea saccharalis (Fabricius) (Lepidoptera: Crambidae), entretanto, em maiores
proporcdes.*® Nas canas novas as lagartas perfuram o colmo internamente formando galerias,
provocando uma injdria caracteristico o “coragdo morto” que ¢ a morte do broto terminal ou
ainda podem provocar a perda de peso da cana afetada (figura 7).2* Além disso, em canas
mais desenvolvidas as lagartas destroem o colmo favorecendo o desenvolvimento da podridao

vermelha, doenca causada por fungos, diminuindo assim a producéo de agticar.34°

N

Figura 7. Injurias provocadas por T. licus em plantas de cana-de-agucar.
Fonte: COPLACANA

Os insetos adultos medem aproximadamente 35 mm de comprimento e 90 mm de
envergadura alar.*** S3o mariposas grandes, predomina a cor castanho escuro, com reflexos
metalicos e furta-cores.™>*° O dimorfismo sexual é percebido pelo frénulo, nas fémeas essa
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estrutura é formada por sete espinhos na forma de pincel e os machos apresentam um nico
espinho.4

No Nordeste do Brasil os adultos surgem no verdo, 0s voos sao rapidos e ocorrem
geralmente nos horarios mais quentes do dia entre 10 e 14 h.3® Apds a copula as fémeas
ovipositam de 50 a 100 ovos/fémea em touceiras de cana-de-agUcar, preferencialamente no
meio de detritos e de caules cortados.™®

Os ovos séo verdes ou marrons com estrutura poliédrica medindo cerca de 4 mm de
comprimento, o periodo de incubacdo estd entre sete e quatorze dias, as larvas recém
eclodidas possuem a mesma coloragdo do ovo e quando se desenvolvem passam a ser branco
leitosa.!*>! As lagartas podem chegar a 80 mm de comprimento e 12 mm de largura, passam
por cinco instares e o periodo larval pode durar até 10 meses.>!

As pupas sdo de coloracdo castanho escuro e estdo dentro de um casulo de fibras
feito da cana-de-agUcar chegando a medir até 4 cm de comprimento, esse estagio pode durar
de 30 a 45 dias, ao emergirem a longevidade dos adultos é de dez a quinze dias.****O ciclo
completo de desenvolvimento do inseto é de aproximadamente 177 dias (figura 8).*3

Diversos métodos convencionais para o controle de T. licus foram utilizados como o
uso de inseticidas, controle bioldgico, resisténcia de plantas e mecanico-cultural, entretanto,
apresentando baixa eficiéncia.!* As lagartas e pupas que permanecem sob o solo nos
internodios dificilmente sdo atingidas pelos inseticidas.?” Apesar do alto custo operacional,
MENDONCA et al. (1996)'2 afirmam que o controle cultural através de catacio manual das
lagartas e pupas, bem como a captura de adultos utilizando redes entomoldgicas ainda sdo 0s
mais eficientes. Por outro lado, alguns estudos propdem o uso de variedades de canas
geneticamente modificadas com Bacillus thuringiensis (Bt).>2
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Paysandisia archon praga de palmeiras ornamentais

P. archon é uma espécie nativa da América do Sul que foi introduzida na Europa
tornando-se uma importante praga principalmente de palmeiras ornamentais.>>® Entretanto, é
importante salientar que P. archon, ndo é considerada praga em seu habitat nativo como

Argentina, Paraguai, Uruguai e Brasil.>

P. archon tem um potencial de atacar diversas espécies da familia Arecaceae, Miller
et al. (1986)%* relataram palmeiras dos géneros Latania, Chamaeropsa e Phoenix sendo
atacadas por essa praga. Monteys (2002)°® constatou que P. archon ataca 0s géneros
Trachycarpus, Trithrinax, Phoenix, Chamaerops, Butia, Washingtonia, Brahea, Livistona e
Syagrus. Aguilar et al. (2001)*® observaram a presenca de populagdes de P. archon
estabelecidas na Espanha e em cidades vizinhas. Desde entdo essa praga tem se tornado uma
grande preocupacao para essas regides devido ao grande potencial de danos que esses insetos
podem causar.

As lagartas sdo enddfagas e comecam a se alimentar logo apos a ecloséo, continuam
até atingir o estagio de pré-pupa, alimentam-se principalmente do interior do estipe da planta
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hospedeira formando galerias e provocando severos danos, além dos danos diretos, surgem
infeccBes secundarias provocadas por microrganismos.34°354

As lagartas de P. archon podem ser encontradas em galerias em diferentes partes da
planta. As lagartas de 1° instar perfuram folhas muito jovens da palmeira que brotam da
coroa. Em plantas de T. fortunei na natureza, foi observado galerias com tamanho médio de
22,4 cm e tamanho maximo de 80 cm, em uma Unica planta foi observado até dez galerias.>

As palmeiras afetadas apresentam sintomas como a presenca de serragem na coroa
ou tronco, galerias axiais ou transversais no estipe, desenvolvimento anormal dos brotos
axilares, ressecamento anormal das folhas, deformacéo e torgdo anormal do estipe (figura
g).3454

Os ovos de P. archon variam de 04 a 05 mm de comprimento, sdo fusiformes,
semelhantes a um grdo de arroz e possuem de seis a oito estrias longitudinais. A incubacéo
dura de 12 a 21 dias podendo variar de acordo com a temperatura. As lagartas sdo endéfagas e
canibais podendo atacar outras lagartas no estagio de pré-pupas que se encontram dentro do
casulo de fibras. As lagartas passam geralmente por nove instares, podendo variar de sete a
oito e podem chegar a 9 cm de comprimento. Esta fase € bastante longa, e pode durar cerca de
dez meses em lagartas que apresentam ciclo completo de um ano e 18 meses em lagartas que
apresentam ciclo completo de dois anos (figura 10).>

As lagartas sdo encontradas em diferentes partes da palmeira formando galerias,
quase sempre proximas ao topo (coroa), e normalmente ndo abandonam a planta hospedeira
até alcancar a fase adulta. O estagio pré-pupal tem um periodo de nove a 17 dias. As pupas
formadas levam aproximadamente 66 dias para completar a sua metamorfose para adulto.>*

Os adultos vivem de 43 a 52 dias. O ciclo de vida completo P. archon observados na
Espanha foi de 389 dias (12,8 meses) em espécies que tem ciclo de um ano, e 673 dias (22,1
meses) em espécies com ciclos de dois anos. >

Os adultos possuem asas anteriores de coloracdo castanho esverdeada, e asas
posteriores sdo de coloracdo laranja com faixa preta transversal contendo cinco ou seis
manchas brancas. O dimorfismo sexual pode ser observado por um longo ovipositor
telescopico que é facilmente observado quando pressionado o abdémen da fémea e pelo
frénulo que nas fémeas € composto de seis a nove cerdas e nos machos apenas uma cerda
longa.3+>4

Assim como para outras espécies da familia Castniidae, o controle para P. archon é
dificil devido as lagartas serem endofagas, dificultando a eficiéncia dos inseticidas. Somente o
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controle quimico com inseticidas organofosforados (Chlorpyrifos, Acefato e Dimetoato) tem
sido realmente eficiente para o controle de P. archon. >

\. .’(

A

Figura 9. Injarias em plantas de Trachycarpus fortunei provocados por larvas de
Paysandisia archon. A- galerias no estipe da palmeira ; B- extvias no estipe de T. fortunei
infestada; C- deformacdo e tor¢do anormal do estipe da palmeira ; D- ressecamento

anormal da palmeira. (Sarto | Monteys e Aguilar (2005))
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Figura 10. Ciclo de vida de P. archon. (Adaptado de Sarto | Monteys e Aguilar (2005))

AVANCOS NOS ESTUDOS COMPORTAMENTAIS E IDENTIFICACAO DE
FEROMONIOS DE CASTNIIDAE

Estudos comportamentais

A descricdo detalhada dos estudos comportamentais é de grande importancia para o
isolamento de feromdnios de insetos, pois permitem caracterizar o sistema de comunicacdo da
espécie e consequentemente aperfeicoar a extracéo e utilizacio de feroménios.® No Brasil a
maioria das espécies estudadas quanto & caracterizacdo de feroménios pertence a ordem
Lepidoptera, e muitas descobertas s6 foram possiveis devido aos estudos iniciais de
comportamento.>® Além disso, os estudos comportamentais sio essenciais para definir a
atividade bioldgica de extratos e identificacdo do feromonios sexual de uma determinada
espécie.®

A maioria dos estudos com insetos da familia Castniidae sdo relacionados a
morfologia, classificacdo taxondmica e distribuicdo geografica. Poucas espécies foram
estudadas do ponto de vista quimico e com énfase na composi¢do dos feromdnios produzidos

por esses insetos.



38

Até o presente momento somente duas espécies pragas da familia Castniidae, T. licus
e P. archon, tiveram estudos comportamentais com o objetivo de identificar se a comunicagéo
sexual ¢ mediada por feromonios, 417395758

Rebougas et al. (1999)°%" ao avaliarem a atividade de extratos de glandulas de fémeas
de T. licus com um a trés dias de idade, observaram que os machos apresentavam movimentos
de atividade sexual como antenagédo, pressdo do abddmen nas paredes da camara e voos em
direcdo ao extrato. Seus estudos constataram que ao aumentar a concentracdo do extrato das
fémeas em um ensaio de olfatometria, aumentava a porcentagem de insetos na regido V do
tubo Y, quando comparado ao hexano. Quando os machos eram submetidos somente ao
controle com hexano ndo apresentaram os movimentos de atividade sexual.

Wadt (2012)* apresenta um estudo sobre o comportamento reprodutivo de T. licus e
o0 potencial de atratividade dos extratos de fémeas em campo. Esse estudo demonstrou que T.
licus apresenta atividade diurna, entre as 11:00 h e 15:00 h, sendo horario em que a copula
ocorre em plantios de cana-de-agucar localizado na cidade de Iracemapolis, Sdo Paulo (figura

11).

Figura 11. Casal de T. licus em cépula (A) fémea, (B) macho. (Adaptado de Fonte: Wadt
(2012))

Os ensaios realizados por Wadt, (2012)* utilizando insetos “estilizados” que
consistiu de um prot6tipo do corpo do inseto com asas verdadeira de fémeas e septo de
borracha impregnado com extrato de 30 glandulas de fémeas de T. licus, quando comparado
com fémeas vivas permitiram concluir que além da atracdo visual, possivelmente exista a

comunicagdo quimica por feroménios mediando o acasalamento entre os individuos.
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A importancia dos estudos de comportamento sexual de T. licus estd relacionada
principalmente ao hordrio em que um possivel feromodnio sexual dessa praga poderia ser
liberado. Contudo, identificar a fonte emissora e receptora do feromonio é essencial, ja que
para os estimulos olfativos a atracdo geralmente resulta na localizacdo do odor pelos
individuos que respondem ao odor. *® Por exemplo, quando fémeas de Lepidoptera emitem o
feromonio sexual e os machos respondem.>®

Para a especie P. archon, o primeiro estudo publicado que descreve o0
comportamento sexual foi realizado por Sarto Monteys e Aguilar (2005)*, posteriormente
Monteys et al., (2012)*° e Riolo et al. (2014)*® descreveram as etapas envolvidas na corte
desses insetos.

Os experimentos realizados por Monteys et al. (2012)%° permitiram avaliar o
comportamento de casais em telados (1,85 x 5,00 x 2,10 m®) e gaiolas (1,20 x 1,50 x 2,10 m®)
em plantios de T. fortunei localizados na Espanha (figura 12). Os autores caracterizam seis
etapas consecutivas na corte desses insetos, primeiro a localizagdo do parceiro e a
perseguicdo. Nessa etapa além dos estimulos visuais a fémea perceberia o feromonio sexual
do macho a curtas distancias, logo apds o pouso liderado pela fémea em uma superficie
vertical. Na terceira etapa a orientacdo, 0 macho se aproxima da fémea e movimenta as asas
em seguida toca a fémea com o0 edeago e as antenas e logo apds a tentativa de cépula e por

fim a copula.

Figura 12. Casal de P. archon em cdpula. (Sarto | Monteys (2012))

Entretanto Monteys et al. (2012)*° concluiram que a localizagdo do parceiro para
copula ocorre através de estimulos visuais e que as antenas desses insetos sdo semelhantes as

antenas de borboletas, as sensilas ndo sdo apropriadas para a deteccdo de feromonios a longas
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distancias e as fémeas ndo possuem glandulas especializadas na producdo de feromdnios no
ovipositor. O macho produz em suas asas uma mistura de Z,E-farnesal, E,E-farnesal e (E,Z)-
2,13-octadecadienol percebidos pela fémea somente a curtas distancias. Sendo assim, o
controle dessa praga ndo deveria ser baseado no uso de feroménios produzido por fémeas
COmMO ocorre comumente para outras mariposas.

Riolo et al. (2014)°® avaliaram e difiniram o comportamento de corte de P. archon
em cinco etapas principais: voo da fémea, voo do casal, pouso proximo e copula. Além disso,
utilizaram insetos que tiveram suas antenas extraidas e prototipos de insetos para investigar a
funcdo das antenas na percepcao de feroménios e os estimulos visuais que estdo envolvidos
no momento da corte. Riolo e colaboradores concluiram que ndo existe um feromdnio de
longa distancia produzido por fémeas, e ainda, 0 ovipositor ndo possui tecido glandular
envolvido na producdo de feroménios. Entretanto, confirmaram a importancia das pistas
visuais no momento de corte dos insetos e que os estimulos olfatérios sdo mais importantes
nos machos do que nas fémeas, mas, somente a curtas distancias.>®

Apesar dos estudos comportamentais com P. archon ndo evidenciar a presenca de
feromonios produzido por fémeas que poderiam ser utilizados em um MIP, os dados séo
necessarios para refutar ou aceitar uma hipétese relacionada a producdo de feroménios por

fémeas dessa espécie.

Investigacdo de Feromonios em Castniidae

Os estudos realizados por Rebougas et al. (1999)%7, Monteys et al. (2012)%, Frérot et
al. (2013)'" e Riolo et al. (2014)%® identificaram a presenca de compostos de diferentes classes
quimicas, alguns exercendo resposta eletrofisiolégica nas antenas como em P. archon, ou
atratividade em ensaios de olfatometria como em T. licus.

Somente um trabalho sobre a identificagdo de feroménios em T. licus, foi relatado,
Rebougas et al. (1999)°7 identificou nos extratos hexanicos dos ovipositores das fémeas de T.
licus licus compostos pertencentes as classes dos hidrocarbonetos, acidos carboxilicos
insaturados e saturados, alcoois insaturados e aldeidos, grande parte dos compostos
identificados sdo comuns em tecidos de insetos (Tabela 2).

Rebougas et al. (1999)°" verificaram que extratos dos ovipositores na concentragio
de 1EF/10pL (Equivalente Fémea) quando comparado com fémeas vivas teve maior
atratividade, e a atividade do macho foi proporcional ao aumento da concentragéo do extrato.

O primeiro trabalho sobre a investigagédo de compostos feromonais em P. archon foi

realizado por Monteys et al. (2012)% e consistiu na investigacdo de feromonios de extratos em



41

hexano obtidos da cabeca, torax, asas e abdémen de ambos o0s sexos e dos ovipositores das

fémeas, o qual foram identificados &cidos graxos, &lcoois e aldeidos (tabela 2).

Tabela 2. Compostos identificados em espécies da familia Castniidae

Familia Castniidae

P. archon
Composto T. licus licus
Rebougas Monteys Riolo Frérot
et al., (1999) etal., etal., etal.,
(2012) (2014)  (2013)
M*  p** M F M F M F

Hidrocarbonetos
Heptadecano (Ci7H3e)
heneicosano (Co1Ha4)
docosano (CazHas)
tricosano (CasHas)
tetracosano (Ca4Hso)
pentacosano (CzsHsy)
hexacosano (CzsHsas)
heptacosano (C27Hse)
hentriacontano (Cs1Hea)

X X X X X X X X X

B-springeno (C2oHz2)
Limoneno (CioH16)
p-cimeno (CioH14)
Pentadecano (CisHs2)
Hexadecano (CisHas)
B-cariofileno (CisH24)
Tetradecano (Ci4Hso)
Acidos graxo

Acido palmitoleico (C16Hz3002) X
Acido palmitico (C16Hz3202) X
Acido linoleico (C1gH3205) X
Acido (2)-11-hexadecenoico (CisHz002)

X X X

x
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M*  F** F F
Acidos graxo (cont.)

Acido oleico (C1sH3402) X
Alcoois X
2-etilhexanol (CgH150) X
Nonanol (CoH200) X
2-butoxietanol (CeH1402) X
(E,Z)-2,13-octadecadienol (C1gH340)

Geraniol (C10H180) X
Alcool benzilico (C7HsO) X
Aldeidos

Decanal (C10H200) X
Benzaldeido (C7HsO) X
Nonanal (CoH130) X
Z,E-farnesal (C15H240)

E,E-farnesal (C1sH240)

Heptanal (C7H140) X
Octanal (CgH160) X
Cetona

Acetofenona (CgHsO) X
Geranil acetona (Ci3H220) X
6-metil-2-heptenona (CsH140) X
Outros

Diclorobenzeno (CsHa4Cl2) X
(2-butoxi etoxi)-2-etanol (CsH1s03) X

*M = Macho **F = Fémea

Nos ensaios eletrofisiologicos, cada extrato, cabeca, tdérax, asas, abdémen e

ovipositor foram testados nas antenas do sexo oposto e apresentaram baixa atividade

antenografica, a resposta nas antenas dos machos foi menor que das fémeas. Os extratos do

térax e das asas do macho foram os mais ativos nas antenas de ambos o0s sexos. Uma

quantidade maior de compostos foi identificado nos extratos dos machos.®

Segundo Monteys et al., (2012)3°, em mariposas da espécie P. archon o macho libera

feromOnios que atuariam somente a curtas distancias, tais compostos foram identificados

como sendo ZE-farnesal, E,E-farnesal e (E,Z)-2,13-octadecadienol, presentes tanto nos
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volateis coletados com Porapak Q quanto nas extrages por hexano o qual foram detectados
como compostos ativos em EAD.

Nos extratos das asas e torax dos machos e ovipositor das fémeas Monteys e
colaboradores identificou a presenca dos &cidos graxos: Acido (Z)-11-hexadecendico, Acido
Palmitico e Acido Oleico, com esses dois Gltimos acidos também nos extratos do abdémen
dos machos, sendo ativos nos ensaios eletroatenograficos (Tabela 2).%°

Apobs os estudos de Monteys et al. (2012)%, o trabalho realizado por Frérot et al.
(2013)Y7 identificou a presenca de um O6rgdo androconial no segundo par de pernas dos
machos de P. archon responsavel pela liberagdo do alcool (E,Z)-2,13-octadecadienol,
composto também identificado por Monteys et al. (2012)*° nos machos, no entanto, em
extratos das asas. Nos ensaios eletroantenograficos, Frérot et al. (2013)!" constatou que o
composto (E,Z)-2,13-octadecadienol elicitou uma fraca resposta antenogréafica nas antenas de
ambos 0s sexos.

Riolo et al. (2014)® identificou 24 compostos nos extratos dos ovipositores de
fémeas de P. archon com 24 horas de vida (tabela 2), entretanto os autores relataram que
nenhum desses compostos foram ativos nas antenas de ambos 0s sexos, ao contrario do que
foi observado por Monteys et al. (2012)%* os 4cidos palmitico e oleico ndo se apresentaram

ativos nas antenas desses insetos.
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CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo ofereceu uma andlise integrativa do comportamento reprodutivo
de mariposas da familia Castniidae consideradas pragas de importancia econdmica e
demonstra que 0s avangos nas pesquisas com insetos dessa familia se faz necessario na
tentativa de buscar alternativas de controle além do uso de inseticidas. Tais pragas sdo
incisivas e de dificil controle ndo sé em culturas de palmeiras e cana-de-agucar no Brasil, mas
também em culturas de areciceas em paises da América do Sul, América Central e Europa.

Apesar dos estudos com espécies-pragas da familia Castniidae ainda ndo apresentar
avancos significativos quanto ao uso de feroménios para monitoramento e controle dessas,
algumas questbes puderam ser respondidas quanto ao sistema de comunicacao desses insetos.
Para as espécies T. licus e P. archon, é constatado que além da comunicacdo quimica via
feromonios, os insetos se utilizam de outros fatores durante o comportamento de corte, a
atracdo visual seria uma das principais pistas para a localizacdo do parceiro, além da
movimentacdo dos insetos como 0s voos de perseguicao.

Para a espécie E. cyparissias, estudos comportamentais, morfologicos, quimicos e
eletrofisiol6gicos ainda sdo necessarios para desvendar o sistema de comunicagdo entre esses
insetos objetivando a busca de compostos feromonais que possam ser aplicados no Manejo

Integrado de Pragas.
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4 ATIVIDADE DIARIA DE Eupalamides cyparissias Fab. (LEPIDOPTERA:
CASTNIIDAE) EM PLANTIOS DE ARECACEAS NO ESTADO DO PARA E ESTUDO
DE ESTRUTURAS MORFOLOGICAS

(Artigo padronizado segundo Journal of Insect Science)
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Resumo

A broca-da-coroa-foliar Eupalamides cyparissias Fab. (Lepidoptera: Castniidae) é uma praga
de arecaceas nativa da Ameérica do Sul, os adultos sdo mariposas que variam em tamanho de
170 a 205 mm de envergadura, o dimorfismo sexual € possivel através da observagdo do
frénulo dos machos que é composto de uma Unica cerda. Apesar de ser considerada uma praga
de grande impacto nas culturas de dendezeiro e coqueiro no estado do Pard, estudos
evidenciando o comportamento sexual e estruturas envolvidas na comunicacdo entre esses
insetos ndo haviam sido reportados. Estudos comportamentais sdo importantes para a
caracterizagdo do sistema de comunicacdo da espécie praga, bem como para aperfeicoar o
desempenho da utilizacdo e extracdo de feromonios. Além disso, estudos para a investigacao
de células glandulares nos ovipositores de fémeas e a caracterizacdo de sensilas presente nas
antenas de machos e fémeas sdo importantes para entender o sistema de comunicacdo entre
esses insetos e propor estratégias para o seu controle. Sendo assim, este trabalho teve por
objetivo observar a atividade diaria em ambos 0s sexos e identificar estruturas morfoldgicas
envolvidas na producdo e recepcdo de feroménios em E. cyparissias. Essas informacoes
servirdo de suporte para estudos de isolamento e identificacdo do feromonio. As observacoes
de campo foram realizadas em culturas de dendé no municipio de Moju, Pard. No
Laboratorio de Fitossanidade da fazenda Soc6co, foram realizadas as observacdes de
comportamento bem como a criacdo dos insetos. O ovipositor foi dissecado para observagao
de estruturas. Cortes histoldgicos foram submetidos a coloracdo por Hematoxilina-Eosina -
HE para avaliagdo de células glandulares, a analise foi realizada por microscopia de luz
convencional através de uma camera digital (Olympus, DP25) adaptada ao microscépio
(Olympus, BX41). As antenas foram analisadas por Microscopia Eletronica de Varredura
(MEV) utilizando-se microscopio Shimadzu, modelo SSX-550 Superscan. Observacdes de
campo permitiram confirmar que mariposas em plantios de dendé no Para sdo bastante ativas
em horario crepuscular entre as 6:00 h e 7:30 h e entre as 18:30 h e 19:30 h. Apesar de ndo se
ter observado cépula no campo e no laboratério, comportamentos caracteristicos de corte
foram constatados como exposi¢cdo do ovipositor, exposicdo de clasperes, exposi¢do do
ovipositor e bater das asas, caminhar batendo as asas, movimentos abdominais, caminhada
orientada, antenacdo e contato. A analise histoldgica permitiu identificar células glandulares
localizadas proximas a cuticula na regido proximal dorsal do ovipositor. Nas antenas de
machos e fémeas cinco tipos de sensilas foram observadas, tricoide, caética, esquamiforme,
coelocobnica e auricilica. Comportamentos caracteristicos observados e as estruturas
morfologicas permitem inferir substancias quimicas mediando a comunicacdo entre esses
insetos.

Palavras-chave: Eupalamides cyparissias; histologia do ovipositor; comportamento sexual.
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Introducéo

A ordem Lepidoptera, € um dos grupos de animais mais diversos com cerca de
160.000 espécies descritas 0 qual inclui borboletas e mariposas (Kristensen et al. 2007). A
comunicacdo entre insetos dessa ordem pode envolver a utilizacao de sinais visuais, acusticos
e olfatdrios (Delle-Vedove et al. 2014).

A localizagdo do parceiro sexual em muitas mariposas € mediada principalmente por
feromonios produzidos por fémeas, pois nesse grupo, as fémeas sdo predominantemente
emissoras e 0s machos receptores. Os compostos atraentes de longa distancia sdo
considerados como sendo um eficiente método para 0 monitoramento das populacbes de
pragas (Carde e Baker 1984, Carde e Minks 1995, Delle-Vedove et al. 2014).

Entretanto, em borboletas diurnas, os sinais visuais sdo utilizados por ambos os
sexos, para a deteccdo de fémeas por machos e avaliacdo da fémea para a escolha do macho
para a copula (Jiggins et al. 2001, Papke et al. 2007). A procura do parceiro sexual em
borboletas é baseada em pistas visuais e liberacdo de feromonios pelos machos que atuam
somente a curtas distancias (Boppré 1984). Os sinais de comunica¢do ndo sdo exclusivos e
podem ser exibidos nas diferentes fases de reconhecimento e escolha do parceiro, constituindo
uma sequéncia de comportamentos complexos que conduzira a cépula (Klein e De Aradjo
2010, Delle-Vedove et al. 2014).

A comunicacdo quimica entre machos e fémeas de Lepidoptera é importante para
definir o comportamento de corte e acasalamento desses insetos. Os estudos comportamentais
sdo de grande importancia para a caracterizacdo do sistema de comunicacdo da espécie praga,
bem como para aperfeicoar o desempenho da utilizacdo e extracdo de feromdnios (Vilela e
Della Lucia 1987). As descri¢des detalhadas do comportamento de corte séo importantes para
0 desenvolvimento de novas ferramentas para 0 manejo integrado de pragas (Witzgall et al.
2010).

Uma praga que tem sido caracterizada como uma séria ameacga as culturas do
coqueiro (Cocos nucifera L., Arecaceae) e do dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.,
Arecaceae), € vulgarmente conhecida como broca-da-coroa-foliar, Eupalamides cyparissias
Fab. (Lepidoptera: Castniidae) (Korkytkowski e Ruiz 1979, Silva et al. 2003). Para o estado
do Para essas palmeiras sdo consideradas as mais importantes em termos sociais e
econémicos, gerando um grande numero de empregos (Miller et al. 2000, Silva et al. 2003).

E. cyparissias pode ser encontrada com as seguintes sinonimias, Cyparissius

daedalus Cramer, Castnia daedalus Cramer, Eupalamides daedalus Cramer e Lapaeumides
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daedalus (Cram.) (Howard et al. 2001, Gonzalez e Cock 2004). Os adultos sdo mariposas
grandes que variam em tamanho de 170 a 205 mm de envergadura nas fémeas e 170 a 185
mm nos machos, esses insetos possuem uma coloragdo marrom acinzentado com verde
metalico e tons de violeta (Korkytkowski e Ruiz 1979). O dimorfismo sexual na espécie nao é
acentuado, a sexagem € possivel atraves da observacdo do frénulo que nos machos é
composto de uma Unica cerda (Korkytkowski e Ruiz 1979).

Os ovos de E. cyparissias possuem um formato oval com estrias profundas variando
em tamanho de 5 a 6 mm e séo facilmente reconhecidos, ja as lagartas medem entre 110 e 130
mm (Vasquez et al. 2008). Esses insetos possuem um ciclo de vida longo entre 217 e 493
dias, desses, a fase larval dura entre 144 e 403 dias, pupas em média 30 dias e adultos média
de 15 dias (Korkytkowski e Ruiz 1979).

Para E. cyparissias, estudos evidenciando o comportamento sexual de copula ou
estruturas especializadas na producdo e recepcdo dos odores até o presente momento nao
foram relatados. Sabe-se que, geralmente, as fémeas de Lepidoptera sdo responsaveis pela
producdo do feroménio sexual que seria produzido em glandulas epidermais em areas
membranosas localizados no ovipositor (Hallberg e Poppy 2003).

A maioria dos insetos da ordem Lepidoptera produz feromonios em glandulas
localizadas nos ultimos segmentos abdominais das fémeas, comumente as glandulas de
feromonios sexual estdo localizadas em uma membrana intersegmental localizada entre os 7°
e 8° ou 8° e 99/10° segmentos abdominais (Islam et al. 2010, Percy-Cunningham e Macdonald
1987, Yin et al. 1991, Ma e Roelofs 2002). A investigacdo de células glandulares na regido do
ovipositor de fémeas de E. cyparissias se faz necessario para entender o local de producdo dos
feromonios.

Em muitas glandulas de feroménios as células sdo hipertrofiadas resultando em
células glandulares que estdo em contato direto com a superficie da cuticula. O feroménio é
produzido por essas células e transportado atraves da cuticula, em seguida, € disseminado na
superficie da cuticula (Percy-Cunningham e Macdonald 1987). Comumente as glandulas
ocorrem na superficie dorsal ou ventral ou se estende em forma de um anel (Yin et al. 1991).

Os feromonios e outros semioquimicos como os cairomonios sdo percebidos através
de sensilas especializadas localizadas principalmente nas antenas, nas quais 0s Ssinais
quimicos séo traduzidos em atividade nervosa (Leal 2005).

A importancia do conhecimento do sistema olfatério em insetos-praga esta
relacionada principalmente ao desenvolvimento eficiente do seu controle utilizando

semioquimicos. As antenas dos insetos sdo estruturas sensoriais periféricas que estdo
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envolvidas na deteccéo de importantes estimulos ambientais, diversas modalidades sensoriais
estdo relacionadas a essas estruturas como olfatérias, gustatorias, mecanoreceptores e
termosensorias (Zacharuk 1985, Hartenstein 2005, Xiangqun et al. 2014).

As antenas dos insetos possuem varios tipos de sensilas, a percepcdo de sinais
quimicos influenciam no comportamento do inseto como localizagdo do hospedeiro,
alimentacdo, atracdo do parceiro sexual e sitios de oviposi¢do (Zacharuk 1980, Xiangqun et
al. 2014).

Sendo assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar o comportamento em
machos e fémeas de E. cyparissias, bem como investigar estruturas morfoldgicas envolvidas

na producao e recepc¢do de feromonios.
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Material e Métodos

Coleta e manutencao dos insetos

As pré-pupas e pupas de E. cyparissias foram coletadas em plantios de dendé da
empresa Marborges localizada no municipio de Moju, Para (01° 59’ 27” de Latitude Sul e 48°
36’ 33.1” de Longitude Oeste). As pré-pupas foram deixadas em seu casulo e colocadas em
caixas de plastico (15 cm de diametro x 10 cm de altura) com papel filtro no fundo sendo
umidificadas duas vezes por dia. As pupas foram retiradas do casulo de fibras, sexadas e
passaram por uma limpeza manual, em seguida, foram borrifadas com uma solucdo de
hipoclorito de sédio a 0,02% e imediatamente secas em papel toalha. Cada pupa foi mantida
individualmente em placa de Petri com papel de filtro no fundo umidificado duas vezes por
dia.

As pupas machos e fémeas foram mantidas em salas separadas para evitar que a
habituacdo do sistema sensorial interferisse no comportamento dos insetos (Bartell, 1977). As
pré-pupas e pupas permaneceram em condi¢des de laboratério com temperatura de 27 °C + 1,
umidade relativa de 79% + 1 com 12/12h de fotofase e escotofase, até 0 momento da
emergéncia dos adultos.

A medida que as pupas proximas de emergir eram identificadas, foram transferidas
para gaiolas de madeira (30 cm x 30 cm x 25 cm), permanecendo até o momento da
emergéncia do adulto sob as mesmas condi¢cdes mencionadas acima. Apds a emergéncia dos
adultos, esses eram transferidos para um telado de dimensdes (3,5 m x 3,75 m x 2,20 m) por

onde permaneciam até 0 momento dos experimentos.
Observagdes de comportamento em campo, semi-condicdes de campo e laboratorio

As observacdes de campo foram realizadas de 21 & 26 de janeiro de 2013 em culturas
de dendezeiro pertencentes a empresa Marborges localizada no municipio de Moju, Para (2°
7’ 00” de Latitude Sul e 48° 38” 00” de Longitude oeste) a 70,7 Km da capital Belém (fig. 1).
Durante seis dias consecutivos os insetos foram observados em campo, nos horarios de
atividade desses insetos de acordo com Korkytkowski e Ruiz (1979), entre as 5:30 e 19:30
horas.

Observacdes de campo dos adultos de E. cyparissias foram realizadas na tentativa de

confirmar o horério de maior atividade desses insetos segundo relatado por Korkytkowski e
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Ruiz (1979) bem como a copula. Essa confirmagdo foi necesséria pois os estudos anteriores
foram realizados nas cidades de Tocache (Peru) e de San Martin (Colémbia) (Korkytkowski e
Ruiz, 1979; De La Torre et al., 2004). Até o presente momento, estudos evidenciando
aspectos comportamentais desses insetos em plantios de dendé no Brasil ndo haviam sido

relatados.

Fig. 1. Plantio de dendé localizado na cidade de Moju, Para (01° 59’ 27’ de Latitude Sul e
48° 36” 33.1”° de Longitude Oeste)

Observagbes comportamentais de E. cyparissias também foram realizadas no
Laboratério de Fitossanidade da fazenda Socéco, Moju, Para. Para esse experimento foram
utilizados doze machos e doze fémeas virgens com 24 e 48 horas de emergéncia. Em cada
gaiola (dimensdes 40cm x 30cm x 40 cm) estavam um casal (3/9Q). Todas as observagdes de
comportamento sexual foram realizadas em sala com temperatura controlada 27 °C £+ 1 e
umidade relativa de 75 + 5% e fotofase de 12h (fig. 2A). Os insetos foram observados durante
as 12 horas da escotofase a intervalos de 40 minutos. Cada observacgéo foi realizada durante
20 minutos. Os comportamentos foram analisados para descrever se 0s insetos apresentavam
comportamentos caracteristicos do acasalamento como chamamento das fémeas, corte dos
machos e acasalamento.

Também foram realizadas observacdes comportamentais em telado de dimensbes (3
m x 3,5 m x 2,2 m) localizado na parte externa do mesmo laboratério, em temperatura e
umidade ambiente (fig. 2B). Algumas mudas de coqueiro foram colocadas dentro do telado.
Apo6s 2 horas de emergéncia os insetos adultos eram transferidos para o telado. As

observacdes também ocorreram nos horarios de atividade desses insetos como mencionado
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anteriormente. Dez observagdes foram realizadas, cada uma composta de uma fémea e dois
machos virgens que foram avaliados diretamente quanto a presenca dos comportamentos
caracteristicos de corte. Todas as observacGes foram registradas com o auxilio de uma
filmadora Sony (AVCHD).

Fig. 2. Gaiolas (A) e telado (B) utilizados para observacdo do comportamento sexual de E.

cyparissias.

Analises estatisticas

Os dados obtidos das 12 observacdes comportamentais realizadas em laboratério
foram submetidos a andlise de normalidade pelo teste Lilliefors (P<0.05) e de homegeneidade
de variancia pelo teste de Barlett (P<0.05). Tendo em vista que os dados ndo apresentaram
ajuste a curva normal, bem como homogeneidade de variancia, procedeu-se a analise nédo
paramétrica. Assim, foi realizado o teste de comparacdo de médias de Wilcoxon. Para as
analises foi utilizado o programa Sistema de Andalise Estatistica e Genética, “SAEG”

V.5.1UFV-1995.

Dissecacdo da genitalia feminina

As fémeas de E. cyparrisias foram anestesiadas em éter por dois minutos, em
seguida com o auxilio de um bisturi o abdémen foi removido e mergulhado em uma solucéo
de KOH a 10% e levado a banho-maria por um periodo de 30 minutos. Apds esse
procedimento, o abdémen foi retirado da solucdo e colocado em uma placa de Petri com
solucdo desengordurante (50% de acetona, 20% de etanol e 30% de agua). Com o auxilio de
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um pincel as escamas e gorduras foram totalmente removidas, com isso, foi realizada a

dissecacdao dos Ultimos urdmeros abdominais para visualizagdo das estruturas do ovipositor.
Preparacédo histologica do ovipositor

Os experimentos histoldgicos foram realizados no Laboratério de Biologia Celular,
LBC da Universidade Federal de Alagoas, UFAL.

As fémeas de E. cyparissias foram anestesiadas em freezer por 10 minutos, em
seguida com o auxilio de um bisturi os ovipositores foram removidos na base do 8° segmento
abdominal (Fig. 3). Logo ap6s o 6rgao foi imediatamente mergulhado em solucdo de fixagéo
Methacan (60 % de metanol absoluto, 30 % de cloroférmio e 10 % de acido acético glacial) a
temperatura ambiente (25 °C), por um periodo de cinco horas. Depois desse periodo 0 mesmo
foi desidratado com etanol a 100%, clarificado com xilol, e incluido em parafina. Em seguida,
o material parafinado foi levado ao micrétomo (Slee, RM2125) para a realizagdo de cortes de
5 um, que foram feitos transversalmente em quatro posicbes A, B, C e D (fig. 3) e
longitudinalmente ao 6rgdo. Em seguida, os cortes foram desparafinados com xilol,
reidratados por tratamento com solucgdes de concentracBes decrescentes de etanol (100%, 90%
e 70%) e submetidos a coloragdo para avaliacdo estrutural (Hematoxilina-Eosina - HE). A
andlise foi realizada por microscopia de luz convencional através de uma camera digital

(Olympus, DP25) adaptada ao microscépio (Olympus, BX41).

Fig. 3. Regido posterior abdominal da fémea de E. cyparissias mostrando a regido dos cortes
histol6gicos no ovipositor.

9° e 10° urémeros

8° urémero Ovipositor

A, B, C e D - Posic¢do dos cortes transversais.
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Preparacdo das antenas para microscopia eletronica de varredura (MEV)

Os experimentos de MEV foram realizados no Laboratério de Caracterizacdo de
Materiais do grupo de Optica e Nanoscopia do Instituto de Fisica, IF da Universidade Federal
de Alagoas, UFAL.

A preparacdo das antenas para a MEV foi realizada segundo protocolo definido por
Yang et al. (2009). As antenas foram removidas de insetos machos e fémeas vivos e
rapidamente fixadas. Para a fixagdo, as antenas foram mantidas por 20 minutos em uma
solucdo de glutaraldeido a 2,5% e em seguida tratados com uma solucédo de etanol a 75% em
um banho de ultrassom por cinco minutos.

Apds esse tempo as antenas passaram por uma desidratacdo gradual em solucdo de
etanol a 80%, 90%, 95% e 100% por cinco minutos cada. Depois desse processo as antenas
foram colocadas em papel toalha para a retirada do excesso de etanol e em seguida foram
montadas em uma base de metal (figura 4A) utilizando fita adesiva e metalizadas em
metalizador Sanyu Electron, modelo Quick Coater SC-701. A corrente durante o processo de
metalizagdo com alvo de ouro foi de 10 mA durante 6 minutos. As antenas foram analisadas e
fotografadas em microscopio Shimadzu, modelo SSX-550 Superscan (figura 4B). Foram

utilizadas trés antenas de insetos de cada sexo.

Fig. 4. Base com a antena metalizada (A) e microscopio eletrénico de varredura (MEV) (B).
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Resultados e Discussao

Atividade diaria de E. cyparissias em campo

Durante as observac6es de campo realizadas nos plantios de dendezeiro na cidade de
Moju, Parg, pdde-se confirmar habitos de comportamento j& mencionados para E. cyparissias.
O inicio das observac6es ocorreu as 5:30 h, o nascer do sol nessa cidade incia-se por volta das
6:00 h, até esse horario 0s insetos permaneciam em repouso no estipe da planta. Apés as 6:00
h os insetos adultos iniciam o voo no dendezal, sobrevoando entre os estipes e acima das
copas. Pdde-se constatar que o voo se d& geralmente em grupo. Durante todo o horério
crepuscular os insetos voam ativamente. Por volta das 7:00 h, quando encerra-se o crepusculo
e 0 sol aparece totalmente observou-se mariposas em repouso nas folhas e estipe da planta, no
periodo das 7:30 h as 18:30 h néo foi detectado voo dos insetos.

Durante todo o dia os insetos ndo apresentaram voo caracteristico de perseguicao e
corte, permaneceram em repouso nas plantas de dendé. Somente a partir das 18:30 h os
insetos novamente apresentam o Voo caracteristico de perseguicdo, persistindo até por volta
das 19:30 h. ApGs anoitecer 0s insetos cessam 0 VOO e permanecem novamente em repouso
nas plantas de dendé. Segundo Korkytkowski e Ruiz (1979), em plantios de dendé localizado
na cidade de Tocache, Peru, os insetos adultos de E. cyparissias estdo muito bem adaptados
durante os horarios de 5:30 e 6:00 horas e 18:00 e 18:30 horas, apresentando voos rapidos e
sincronizados, esse mesmo comportamento foi confirmado nos plantios de dendé da cidade de
Moju, Para, Brasil. De acordo com 0s mesmo autores esse horario especifico esta relacionado
ao encontro de parceiros para a cOpula que ocorreria logo apds o voo de perseguicdo.
Entretanto, durante os seis dias consecutivos de observacdo nos plantios de dendezeiro nao
foram observados cépula.

Provavelmente a dificuldade de observacdo de coOpulas nesses insetos esta
relacionada ao local que ocorrem. Korkytkowski e Ruiz (1979) menciona que a cépula
ocorreria na regido apical da palmeira. Devido a dificuldade de acesso, essa regido da planta

ndo foi observada ap6s o voo para confirmacgdo dessa informacéo.

Atividade diaria de machos e fémeas de E. cyparissias em laboratério

Apesar dos adultos de E. cyparissias exibirem um horario especifico para o voo de

perseguicdo como foi observado nos plantios de dendé na cidade de Moju, Pard, o0s casais
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foram avaliados em gaiolas durante 12 horas da escotofase. Oito tipos de comportamento em

adultos de E. cyparissias foram observados de acordo com a tabela 1.

Tabela 1. Comportamentos sexuais observados em machos e fémeas de E. cyparissias.

Comportamento Sexo
Exposi¢do do ovipositor Q
Exposicdo do ovipositor e bater das Q
asas
Exposicdo de clasperes g

/
/
/
/
/

Caminhar batendo as asas /4
Movimentos abdominais /8
Caminhada orientada ao sexo oposto /3
Antenacgao /3
Contato /3

Através do teste de Wilcoxon pdde-se observar que os comportamentos caminhar
batendo as asas, caminhada orientada ao sexo oposto e antenagdo foram significativamente
maior nos machos que nas fémeas e 0s movimentos abdominais foram observados com maior
frequéncia nas fémeas (fig. 5). Apesar dos insetos apresentarem comportamentos
caracteristicos de corte, em nenhuma das observagdes a cépula ocorreu. Riolo et al. 2014
relataram que em P. archon o voo é uma etapa inicial e essencial para o sucesso da cépula,
entretanto, a impossibilidade do voo nas gaiolas pode ter influenciado a auséncia de copula
em E. cyparissias.

Apesar da ndo ocorréncia de copula nos casais observados (n=12), ambos 0s sexos
apresentaram comportamentos caracteristicos de corte. Para as fémeas os comportamentos
exposicdo do ovipositor e bater das asas (Eob) e movimentos abdominais (Ma) e para 0s
machos, exposicao de clasperes (Ec), caminhar batendo as asas (Ca), caminhada orientada ao
sexo oposto (Co) e antenacdo (An), baseado na literatura para lepidOpteros esses
comportamentos evidenciam a producdo de substancias feromonais para atracdo do parceiro
(Howse et al., 1998).
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Figura 5. Comparagéo dos comportamentos de machos e fémeas de E. cyparissias.
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Médias seguidas pela mesma letra minuscula entre os sexos ndo diferem entre si pelo
teste de Wilcoxon P<0.05. Ca — caminhar batendo as asas; Ma — movimentos
abdominais; Co — caminhada orientada ao sexo oposto; An — antenacdo; Con —

contato. Dados dos nimeros de observacdes transformados em Vx+0.5

Atividade diaria de machos e fémeas de E. cyparissias em semi-condi¢fes de campo

As observacoes realizadas em telado externo permitiram constatar que durante todo o
horério de luz intensa do dia (entre as 7:30 e 18:00 horas) os insetos adultos permanecem

imoveis (Fig 6A). Somente nos horarios crepusculares especificos como mencionado
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anteriormente, os insetos iniciam sua atividade de voo. No telado, os insetos apresentaram
voo de perseguicdo nos mesmos horarios observados em campo. Os seguintes
comportamentos foram observados: a fémea e os dois machos movimentam-se no telado em
VOOS serpentinos, a fémea pousa, movimenta as asas e expde 0 ovipositor continuamente, o
macho pousa e caminha em direcdo a fémea movimentando as asas € 0s insetos se aproximam
(Fig. 6B). Entretanto, a copula ndo foi observada em nenhuma das repeti¢des (n=10).
Experimentos de observacdo do comportamento sexual de T. licus (Lepidoptera:
Castniidae) demonstrou que o numero de cépulas foi baixo, de um total de dez observacoes
realizado em telado (3,7 m x 3,9 m 5,8 m) somente duas copulas foram constatadas (Wadt
2012). Segundo Wadt (2012) esse baixo nimero de cOpula estaria relacionado ao pequeno
espaco do telado necessario para realizacdo do voo nupcial. Provavelmente a auséncia de
copula em E. cyparissias quando observadas em telado pode esta associada ao pequeno
espaco para 0 voo de perseguicdo desses insetos. De acordo com as observacfes de campo
pOde-se constatar que 0s insetos voam ativamente, como se 0S machos perseguissem as

fémeas. Essa etapa pode ser essencial para que a copula ocorra.

Figura 6. E. cyparissias em repouso no telado durante o dia (A) e casal pr6ximo no horario
de atividade (B).

Morfologia do ovipositor de Eupalamides cyparissias

A genitalia externa em E. cyparissias (fig. 7) constitui-se de um ovipositor
substitucional sendo formado de segmentos abdominais posteriores extensiveis. Esse tipo de
ovipositor ocorre em muitos insetos incluindo a ordem Lepidoptera (Archer 2005, Matsuda
2013). A morfologia da genitalia externa de E. cyparissias é considerada de importancia
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taxondmica, essa regido possui estruturas internas para receber o 6rgao copulatério do macho
e seus espermatozoides, bem como estruturas externas utilizadas para oviposicao.

O ovipositor de E. cyparissias € telescopico, formado pelo prolongamento dos
oitavo, nono e décimo segmentos abdominais. A extensdo do Orgdo se da através dos
masculos, dois pares de apodemas permitem a inser¢do dos mausculos envolvidos no
movimento do ovipositor.

Para T. licus foi descrito que as margens anteriores do oitavo e nono segmentos
abdominais possuem dois longos pares de apofise (anteriores e posteriores) (Moraes e Duarte
2009). Essas mesmas estruturas foram observadas em E. cyparissias. Assim como, 0S mesmos
autores descreveram para T. licus que o0 nono e décimo segmentos sdo fundidos, representados
pelas papilas anais que sdo um par de estruturas pareadas lateralmente, estruturas também

constatadas no ovipositor de E. cyparissias (fig. 7).

Figura 7. Genitalia feminina de Eupalamides cyparissias vista dorsal.

/ Apbdemas posteriores

Apdbdemas anteriores

Placa genital

Papila anal

—> Ducto seminal
—>Corpo da bolsa copuladora

Histologia do ovipositor de Eupalamides cyparissias

Os cortes histologicos dos ovipositores permitiram a identificacdo das estruturas que
serdo descritas a seguir. Os apodemas (fig. 8A-B) estdo presentes em toda a extensdo do
ovipositor que vai do 8° ao 9°/10° segmentos, sua funcdo esta relacionada ao movimento
continuo desse 6rgdo. Envolvendo o apddema esta o tecido muscular que permite 0s
movimentos de retracdo e distensdo do ovipositor (fig. 8D). A musculatura presente nesse

orgao em Ostrinia nubilalis (Hibner, 1796) (Lepidoptera: Crambidae) serve para controlar os



64

movimentos das papilas anais no momento da oviposicdo e no chamamento (Ma e Roelofs
2002). O intestino também estd4 envolvido por tecido muscular (fig. 8B) controlando o
movimento dessa regido.

Caracteristicas especificas sdo observadas em tecidos de insetos que possuem
glandulas de feromonios. As células glandulares apresentam hipertrofia, ndcleos grandes e
citoplasma tipico de intensa atividade secretéria como numerosos vacuolos e reticulos
endoplasmatico liso, grandes quantidades de ribossomos e um complexo de Golgi
desenvolvido (Percy e Weatherston 1974). Essas caracteristicas foram levadas em

consideracdo para diferenciar os tecidos do ovipositor de E. cyparissias.

Figura 8. Histologia do ovipositor de Eupalamides cyparissias (cortes transversais).

= 4

Ap- Apddema; Mc- Tecido muscular (musculatura circular); Qt -Quitina; In-
Intestino; Tg-Traquéia; Tg — Tegumento. A e B aumento 40x, C aumento 200x e D

aumento 400x. Coloracdo hematoxilina e eosina.
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Estudos realizados por Zohry (2013) evidenciaram em Spodoptera littoralis
(Boisduval, 1833) (Lepidoptera: Noctuidae) a presenca de células caracteristicas de epitélio
glandular na regido ventral do 9° segmento abdominal préximo ao tegumento. Em mariposas
da espécie Helicoverpa zea (Boddie, 1850) (Lepidoptera: Noctuidae) as células produtoras de
feromonios sexual estdo localizadas entre os 8° e 9° segmentos abdominais ocupando as
regides dorsal e ventral (Raina et al. 2000).

A localizacéo das celulas glandulares pode variar na regido do ovipositor, podem esta
como uma camada de células localizada na regido ventral ou dorsal, com areas distintas ou
ainda essas células podem formar um anel continuo entre essas regides (Percy-Cunningham e
Macdonald 1987). Nos cortes obtidos do ovipositor de E. cyparissias foi observado a
presenca das células glandulares localizadas na regido proximal dorsal do ovipositor (fig. 9C-
9F). As células glandulares em E. cyparissias foram observadas como uma camada simples
localizada préximo a camada cuticular, a presenca dessas células com um grande ndcleo
circular e citoplasma com a presenca de granulos evidenciam a atividade secretdria dessas
células (fig. 9D).

Nos cortes histologicos dos ovipositores de E. cyparissias ndo foi constatado
estrutura de glandula, baseado nas observacdes pode-se inferir que nesse inseto, a produgéo
do feromonios se da em células especificas localizadas proximas a cuticula e ndo em uma
estrutura de tecidos organizados formando uma glandula. Essa variacdo na localizacdo ou
estruturas glandulares produtoras de feromdnios ocorre nas diversas familias de Lepidoptera
(Yin et al. 1991, Raina et al. 2000, Ma e Roelofs 2002, Islam et al. 2010, Fénagy et al. 2011,
Zohry 2013).
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Figura 9. Histologia do ovipositor de Eupalamides cyparissias (cortes longitudinais).
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MI — Tecido muscular (fibras musculares longitudinais); Qt - Quitina; Tg-Traquéia; Tg —
Tegumento; Cg — Células glandulares. E — aumento 20x, A & F — aumento 40x.
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Morfologia das Antenas de E. cyparissias

Pdde-se observar que as antenas de machos e fémes de E. cyparissias, localizadas
entre os olhos composto, sdo formadas de trés partes principais, escapo, pedicelo e flagelo, o
flagelo é a regido longa da antena que é dividido em segmentos menores denominado de
antenémeros (fig. 10). Cinco tipos de sensilas foram observados nas antenas de machos e
fémeas de E. cyparissias, tricoide, caética, esquamiforme, coeloconica e auricilica (figs, 11 a
15), essas sensilas estdo localizadas na regido ventral da antena, sendo denominada de éarea
sensilar, na regido dorsal e em toda a sua extensdo abaixo da &rea sensilar a antena esta

coberta por escamas.

Figura 10. Regides da antena de E. cyparissias.

A1 - escapo; Az — pedicelo; As — flagelo; B — apiculo; C — flagerdmero ou antenémero; D —
regido ventral da antena; E — regido dorsal da antena.

Externamente as sensilas possuem um eixo cuticular de varios tamanhos e formas, as
diferencas morfologicas estdo relacionadas a sua funcéo (Hartenstein 2005).

As sensilas tricoide, sdo longas, largas na base e seu didametro diminui de tamanho a
medida que se aproxima do apice. De acordo com Hartenstein (2005), as sensilas tricdide
atuam principalmente como quimiorreceptores (receptores olfativos). Constatou-se que esse
tipo de sensila aparece em maior quantidade nas antenas de ambos os sexos de E. cyparissias.

As sensilas tricoide sdo comuns em especies da ordem Lepidoptera. Estudos demonstraram a
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presenca de sensilas tricoide em Paysandia archon (Burmeister 1879) (Lepidoptera:
Castniidae) o qual se constatou que a area sensilar € maior nas antenas das fémeas (Monteys
et al. 2012, Ruschioni et al. 2015). A espécie Coleophora obducta (Meyrick, 1931)
(Lepidoptera: Coleophoridae) apresenta sensilas tricoide distribuida sobre a superficie dorsal
do flagelo, sendo mais abundante nas antenas de fémeas dessa espécie (Yang et al. 2009).

As sensilas caéticas sdo retas aparentam-se com cerdas, sdo largas na base e afiladas
na porcao distal, sdo distribuidas principalmente entre as sensilas tricoides, ao longo do
flagelo. Esse tipo de sensila foi observado em antenas de machos e fémeas de E. cyparissias.
Segundo Hartenstein (2005), as sensilas caéticas estdo relacionadas principalmente a funcédo
mecanoreceptora, entretanto essas sensilas também podem atuar como quimiorreceptoras. Em
P. archon as sensilas caéticas estdo relacionada a funcbes mecanoreceptoras e
quimiorreceptoras (Ruschioni et al. 2015).

Sensilas esquamiformes distribuem-se nas antenas de machos e fémeas de E.
cyparissias na area sensilar (regido ventral) ja proxima da area com escamas (regido dorsal),
essas sensilas parecem com escamas, sdo alongadas com a extremidade distal afilada. Yang et
al. (2009) relataram a presenca de sensilas esquamiformes em antenas de machos e fémeas de
C. obducta, entretanto somente nos Gltimos segmentos do flagerdmero. Em espécies de
Parnara sp. (Lepidoptera: Hesperiidae) as sensilas esquamiformes foram observadas ao longo
da base ou centro do flagelo entre as escamas (Xiangqun et al. 2014).

As sensilas coelocOnicas aparecem em pequenos grupos em areas especificas das
antenas de E. cyparissias. Essas sensilas estdo associadas a funcdo olfatéria ou dupla funcéo
como olfatdria e termoreceptoras (Altner e Prillinger 1980, Keil 1999). Em C. obducta, as
sensilas coelocdnicas ocorrem na regido distal dos flagelos de machos e fémeas (Yang et al.
2009). As sensilas coelocbnicas sdo frequentemente receptores de temperatura, umidade e
CO; (Hartenstein 2005, Yang et al. 2009).

As sensilas auricilicas sdo curtas e possui um eixo cuticular achatado, essas sensilas
ndo sdo encontradas facilmente nas antenas de machos e fémeas de E. cyparissias. Em P.
archon esse tipo de sensila foi relatado em maior quantidade em antenas de fémeas quando
comparada com as antenas dos machos (Monteys et al. 2012, Ruschioni et al. 2015). Estudos
demonstram que as sensilas auricilicas estdo envolvida na deteccdo de odores de plantas ou
feromonios (Anderson et al. 2000, Ebbinghaus et al. 1998).



69

Figura 11. Microscopia eletronica de varredura (MEV) das antenas de fémeas de
Eupalamides cyparissias. Tr — sensila tricdide; Ca — sensila caética; Ar — sensila auricilica.

A- aumento 240 x; B- aumento 400 x; C- aumento 800 x; D — Aumento 1500 X.
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Figura 12. Microscopia eletronica de varredura (MEV) das antenas de fémeas de

Eupalamides cyparissias. Ca — Caética.

Figura 13. Microscopia eletronica de varredura (MEV) das antenas de fémeas de
Eupalamides cyparissias. Sq — sensila esquamiforme; SC — escamas.

G - Aumento 500 x; H — Aumento 450 x; | — Aumento 700 X.



Figura 14. Microscopia eletronica de varredura

Eupalamides cyparissias. Co — sensila coeloconica.

J — Aumento 1500x.
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Figura 15. Microscopia eletronica de varredura (MEV) das antenas de machos de
Eupalamides cyparissias. Tr — sensila tricoide; Ca — sensila caética; Ar — sensila auricilica; Sq

— sensila esquamiforme; SQ — escama.

A — Aumento 600 x; B — Aumento 600 x; C — Aumento 800 x; D — Aumento 2000 x; E-
Aumento 450 Xx.
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Conclusodes

Os resultados reportados neste trabalho fornecem as primeiras observagfes sobre a
atividade didria em machos e fémeas de E. cyparissias. Apesar da copula ndo ter sido
observada em campo e nos experimentos em laboratorio, comportamentos caracteristicos de
corte pdde ser constatado para as mariposa de ambos os sexos. As células glandulares
observadas nos cortes histolégicos dos ovipositores de fémeas devem estar relacionadas a
producdo de feromdnios. As sensilas tricoides, atuam principalmente como quimioreceptores
e estiveram presente em maior quantidade quando comparadas com as sensilas caéticas,
esquamiformes, coeloconicas e auricilicas, tanto nas antenas dos machos quanto nas antenas
das fémeas. Baseado nas observacGes comportamentais e na identificacdo das estruturas
morfolégicas pode-se inferir que compostos quimicos estdo presentes, mediando a

comunicagdo entre ambos 0S Sexos.
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Resumo

Eupalamides cyparissias Fab. (Lepidoptera: Castniidae) conhecida vulgarmente
como broca-da-coroa-foliar ou broca gigante das palmeiras € uma mariposa amplamente
distribuida na regido amazénica incluindo o Brasil. Essa espécie nativa da América do Sul é
uma das principais pragas do cogueiro (Cocos nucifera L.) e do dendezeiro (Elaeis guineensis
Jacg.). Os danos provocados por essa praga inclue abertura de grandes galerias no estipe das
palmeiras que podem atingir desde a coroa foliar até regibes meristematicas, paralisando o
transporte de solutos na planta, provocando a reducdo do crescimento e morte. Atualmente o
controle dessa praga é feito através da injecdo de inseticida na planta que apresenta baixa
eficiéncia, ou a introducdo de uma haste metalica dentro das galerias para retirada de lagartas
e pupas. O manejo integrado através do uso de feromdnios para essa espécie € uma boa
alternativa. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi a investigacdo de feromonios em
machos e fémeas de E. cyparissias. As pupas foram obtidas de plantios de dendezeiro
localizados no estado do Pard, Brasil e mantidas em condi¢es de laboratério, 27 °C + 1,
umidade relativa de 79% * 1 com 12/12h de fotofase e escotofase. Apos a emergéncia dos
adultos com idade de 24 e 48 horas, procedeu-se anestesia com éter etilico e as partes do
corpo dissecadas para preparacdo dos extratos em hexano HPLC. Os seguintes extratos foram
obtidos: extratos das asas anterior e posterior de machos e fémeas e extratos do ovipositor e
orgdo sexual dos machos. A avaliacdo de bioatividade dos extratos foi avaliada através da
CG-EAD e a separacgdo e identificacdo dos compostos através da CG-EM. A quantificacdo
dos sinais dos cromatogramas foi realizada utilizando o método de Anova de Kruskal-Wallis e
o0 conjunto de amostras foi submetido a analise estatistica multivariada pela técnica de PCA
(Analise de Componentes Principais) através do uso de ferramentas desenvolvidas para a
plataforma do MatLab. As substancias identificadas nos extratos pertencem a classes dos
alcanos, monoterpenos, sesquiterpenos, alcoois, aldeidos, ésteres, acidos carboxilicos e
esteroides. Os seguintes compostos especificos de machos foram identificados: 7,11-
hexadecadienal, 7,11-hexadecadien-1-ol, espringeno, geranil linalol e geranil geraniol. Como
compostos especificos de fémeas foram identificados a-coapaeno, trans-cariofileno, 1-
hexadecanol, 9-hexadecenoato de octadecila e hexadecanoato de octadecila. Andlise de CG-
EAD revelou atividade da antena da fémea aos compostos geranil geraniol, nonacosano e -
sitosterol presente nos extratos da asa posterior dos machos.

Palavras-chaves: Eupalamides cyparissias, Castniidae, broca gigante das palmeiras.
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Introducéo

O cultivo do coqueiro (Cocos nucifera L., Arecaceae) e do dendezeiro (Elaeis
guineensis Jacq., Arecaceae) representa uma das principais atividades agroindustriais na
regido norte e nordeste do Brasil. A area cultivada com coqueiro no Brasil é de
aproximadamente 257 mil ha [1]. Para o dendezeiro a area é de aproximadamente 140 mil ha
[2]. O Brasil ocupa atualmente a 4° posicdo no ranking mundial de producdo de coco sendo
responsavel por 80% da produgdo de coco da América do Sul [1]. Para a cultura do dendé o
Brasil ocupa o 10° lugar na producdo mundial [3]. O estado da Bahia lidera a producgéo de
coco no Pais, com relacdo a area plantada, seguida por Ceara, Sergipe e Pard, o qual destaca-
se pela produtividade [1]. J& o cultivo do dendé tem a producdo nacional concentrada no
estado do Para [2].

Os danos causados pelos insetos-praga ocasionam prejuizos consideraveis na cultura
de palmeiras em diferentes estagios de crescimento e desenvolvimento, e podem ser
observados desde a implantacdo da cultura [4]. Diversas pragas sdo conhecidas mundialmente
atacando plantas de coqueiro e dendezeiro, algumas ocorrem em regides especificas e podem
variar de importancia de uma regido para outra. Dentre essas pragas destaca-se a broca-da-
coroa-foliar ou broca do dendezeiro, Eupalamides cyparissias Fab. (Lepidoptera:
Castiniidae).

E. cyparissias é uma mariposa nativa da América do Sul com ampla distribui¢do na
regido Amazonica incluindo Brasil, Colombia, Equador, Guiana, Peru, Venezuela e o Norte
do Panama [5-7]. E. cyparissias pode ser considerada uma das principais pragas do coqueiro
e do dendezeiro. Sabe-se que esses insetos podem reduzir o rendimento dos cachos em até
20% [8]. Além dessas culturas esse inseto-praga ataca palmeiras como a bananeira (Musa sp,
Musaceae) e 0 acaizeiro (Euterpe oleracea Mart., Arecaceae) [9].

Os danos provocados pelos diferentes estagios larvais de E. cyparissias sdo 0s mais
diversos e atingem tanto plantas adultas quanto plantas jovens, afetando assim a producdo [10,
11]. Nos primeiros estagios a lagarta de E. cyparissias alimenta-se da epiderme do peciolo da
folha e abre uma galeria na regido da inflorescéncia, causando danos aos peddnculos florais
[12]. Durante todo o estagio larval E. cyparissias abre galerias nas bases foliares e estipe da
planta [13].

As galerias feitas pelas lagartas podem chegar a 2,5 m de comprimento e 3,5 cm de
diametro, s&o sinuosas e com bordas irregulares. O desenvolvimento dessas galerias dificulta

a circulacéo da seiva bruta e elaborada provocando a debilidade e a morte da palmeira [5, 13].
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As primeiras injurias externas provocadas por E. cyparissias se manifestam através da
podrid&o da planta nos tecidos afetados e desprendimento dos frutos. A inflorescéncia atacada
torna-se enfraquecida e os frutos caem pouco antes de se desenvolverem, se o ataque
acontecer mais cedo as flores caem e nao ha producdo, podendo levar uma planta jovem a
morte [10, 12].

Ainda externamente, a planta atacada apresenta arqueamento foliar, amarelecimento,
reducdo do tamanho das folhas, dando um aspecto de raleamento a regido da copa da
palmeira. Além disso, danos indiretos ocorrem através da fermentacdo dos tecidos
danificados e consequentemente atragdo do besouro Rhynchophorus palmarum L.
(Coleoptera: Curculionidae) importante praga para a cultura de palmeiras [14, 15].

Para o controle de E. cyparissias nas condi¢Bes de agricultura local, as lagartas
podem ser destruidas com a injecdo de um inseticida ou a introducdo de uma haste metalica
dentro das galerias [12]. Estudos com inseticidas permitiu identificar o carbosulfan como
sendo o mais eficaz no combate a essa praga nos plantios de coqueiro, ja para o dendezeiro o
acefato e carbaryl foram os mais promissores [15, 16]. Entretanto, estudos demonstram que o
uso de injecdo de inseticidas no estipe das plantas infestadas ndo é a melhor opc¢éo, pois, 0s
inseticidas apresentaram baixa eficiéncia, além disso, o traumatismo provocado pelos furos
nas plantas propicia a contaminagdo por microrganismo que consequentemente levam a
necrose do tecido [17].

A utilizacdo indiscriminada de inseticidas ndo-seletivos ou com mesmo modo de
acdo é dispendiosa e acarretam consequéncias como o desenvolvimento de populacdes
resistentes, contaminacdo ambiental, presenca de residuos toxicos nos produtos de colheita,
aparecimento de novas pragas, eliminacdo da entomofauna benéfica e contaminacdo dos
trabalhadores rurais [18].

Sendo assim, algumas medidas de manejo cultural tem ajudado os produtores na
reducdo de populagdes de E. cyparissias, como a limpeza das coroas, que consiste em
eliminar os cachos podres, pois sdo mais atrativas para fémeas, além da coleta de lagartas e
pupas que é realizada utilizando-se um gancho metalico o qual € introduzido nas axilas das
bases peciolares, e a coleta de adultos utilizando redes entomoldgicas [5, 11, 19].

Inimigos naturais foram observados atacando diferentes estagios do desenvolvimento
de E. cyparissias. Para o estagio de ovos tém-se o parasitoide do género Ooencyrtus
(Hymenoptera: Encyrtidae) e algumas formigas predadoras dos géneros Odontomachus,
Pachycondyla, Pheidole, Azteca, Iridomyrmexy e Crematogaster [5, 10]. Nos estagios
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seguintes de lagarta, pré-pupa e pupa, foram registrados espécies de Hololepta sp e insetos da
ordem Coleoptera, como Carciops sp. e Photinus noctuilicus [5, 10].

Metodologias mais sustentaveis podem ser aplicadas ao manejo integrado de pragas
como, a utilizacdo de semioquimicos com propriedade feromonal. Os maiores avangos para 0
controle de pragas na agricultura tém ocorrido com o uso de feromonios sexuais. Esses
compostos séo estudados a pouco mais de 50 anos e sua aplicacdo tem-se mostrado eficiente,
além de contribuindo para a preservacdo do meio ambiente [20]. Até o presente momento nédo
ha relatos de trabalhos com avaliacdo e identificacdo de feromdnios de E. cyparissias,

demonstrando assim a necessidade de estudos com esse objetivo.
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Material e Métodos

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Fitossanidade da Empresa
Socdco localizado no municipio de Moju — PA e no Laboratério de Pesquisa em Recursos
Naturais — LPgRN da Universidade Federal de Alagoas — UFAL.

Coletas e manutencdo dos insetos em laboratério

As coletas para realizacdo do estudo foram conduzidas no periodo de 26 de setembro
de 2012 & 29 de novembro de 2014. Inicialmente foram identificadas areas de ocorréncia da
broca da coroa foliar em culturas de dendé localizadas no estado do Para, que permitiriam a
coleta de material suficiente para realizagdo dos estudos.

As coletas foram realizadas nos meses de setembro de 2012, fevereiro de 2013 e
novembro de 2014. As pupas foram coletadas em plantios de dendé da empresa Marborges
localizada no municipio de Moju, Para (2° 7° 00” de Latitude Sul e 48° 38” 00” de Longitude

oeste) e da empresa Mejer, localizada no municipio de Bonito, Para (fig. 1).

Figura. 1. Area de coleta de Eupalamides cyparissias em plantacdes de dendé (Elaeis

guineensis) no estado do Para.

As pré-pupas e pupas, em seu casulo, foram retiradas da regido axilar do peciolo das
palmeiras com o auxilio de um gancho de ferro (fig.2). O material coletado foi levado para o
Laboratdrio de Fitossanidade da fazenda Socéco, Moju, Para.
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Figura 2. Coleta de pupas de E. cyparissias em plantas de dendezeiro. (A) coleta manual,

(B) detalhe do gancho para coleta.

Apbs a chegada do material no laboratdrio, as pré-pupas e pupas passaram por uma
triagem. Cada casulo contendo a pré-pupa foi examinado a fim de eliminar o excesso de
material organico e acondicionados em caixas de plastico (20 cm x 15 cm x 10 cm) com papel
filtro no fundo sendo umidificadas com &gua destilada uma vez ao dia.

As pupas foram retiradas do casulo de fibras, sexadas e passaram por uma limpeza
manual e em seguida foram borrifadas com uma solucdo de hipoclorito de sodio a 0,02% e
imediatamente secas em papel toalha. Cada pupa foi mantida individualmente em placa de
Petri com papel de filtro no fundo sendo umidificado com agua destilada uma vez ao dia. A
diferenciacdo sexual das pupas foi realizada observando a regido terminal do abddmen
segundo Butt e Cantu (1962) (fig. 3).

Figura 3. Dimorfismo sexual em de pupas de Eupalamides cyparissias.

As pupas machos e fémeas foram mantidas em salas separadas. As pré-pupas e pupas
permaneceram em condi¢des de laboratorio com temperatura de 27 °C + 1, umidade relativa
de 79% + 1 com 12/12h de fotofase e escotofase, até 0 momento da emergéncia dos adultos

(fig. 4).
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Figura 4. Manutencdo de Eupalamides cyparissias em laboratorio. (A) pré-pupas, (B)
pupas em placa de Petri.

A medida que as pupas chegavam proximo a emergéncia (fig. 5), eram transferidas
para gaiolas de madeira (30 cm x 30 cm x 25 cm) permanecendo até a emergéncia do adulto.
Cerca de duas horas ap6s a emergéncia dos adultos, esses eram transferidos para um telado de
dimensbes (3,5 m x 3,75 m x 2,20 m) por onde permaneciam até o momento dos

experimentos.

Figura 5. Pupa de Eupalamides cyparissias préoxima de emergir.
Preparacdo dos extratos de machos e fémeas de E. cyparissias

Para a obtencdo dos extratos foram utilizados insetos adultos (machos e fémeas) com
24 e 48 horas de emergéncia (fig. 6A). As extracdes foram realizadas somente nos horarios de
atividade desses insetos entre 5:30 e 6:30 horas e entre 18:30 e 19:30 horas. Antes das
extracdes os insetos foram anestesiados em éter etilico por 1 minuto. Foram preparados seis
tipos de extratos, asa anterior (fig. 6B1) e asa posterior (fig. 6B2) de machos e fémeas, 6rgdo
sexual dos machos (fig. 6C) e ovipositor (fig. 6D). Para cada par de asas foi utilizado 300 pL
de hexano (grau HPLC destilado), ja para cada 6rgdo sexual do macho ou ovipositor da fémea

utilizou-se 100 pL do mesmo solvente.

As extracdes foram realizadas por um periodo de 20 minutos (fig. 6E) e o
sobrenadante foi transferido para uma vial com capacidade de 2,0 mL (fig. 6F). Para cada
extrato foi acumulado 10 partes do inseto, um total de trés extratos para cada parte do inseto
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foi obtido. Os extratos foram filtrados em 14 de vidro e acondicionados em freezer a -20 °C

até seguirem para as andlises.

Figura 6. Regides do corpo de Eupalamides cyparissias utilizadas para preparacdo dos
extratos. A, inseto adulto, B1, asas anteriores, B2, asas posteriores, C, o6rgdo sexual do

macho, D, ovipositor, E, 6rgao sexual do macho apos extracdo, F, extratos hexanicos.
Cromatografia gasosa acoplada a eletroantenografia CG-EAD

As analises eletrofisiologicas foram realizadas com antenas de machos versus extrato
do ovipositor da fémea e antena da fémea versus extrato da asa posterior do macho. Para cada
andlise utilizou-se 2 pL do extrato. Para a separacdo dos compostos foi utilizado um CG
(Schimadzu, CG-2010) acoplado a um detector DIC equipado com uma coluna RTX-5 (30 m
x 0,25 mm x 0,25 um Restetek®) e a um detector eletroantenografico (DEA). O CG foi
operado a uma temperatura inicial de 50°C durante cinco minutos, e em seguida elevado a
uma taxa de 8°C/min até 300°C, sendo mantida nessa temperatura por 10 min. A temperatura
do injetor e do detector foram fixadas em 250°C e 300°C respectivamente.

Cada antena foi cortada na posicdo dos 20° & 27° flagerdmeros e posteriormente
introduzida em um capilar de vidro contendo solucdo salina que foi acoplado nos eletrodos de
Ag-AgCl (fig. 7). A amplificagdo dos sinais elétricos foi realizada através de um amplificador

de alta impedancia (IDA-4, Syntech Hilversum, Holanda) e analisados utilizando o programa
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Syntech GC-EAD32 versdo 4.6, 2008. Os compostos foram considerados ativos quando
apresentavam atividade eletroantenografica em duas ou mais series. Foram realizadas 7

repeticdes das antenas dos machos e 12 repeticdes das antenas das fémeas.

C
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Figura 7. Antena de E. cyparissias. A e B, detalhe da antena, C, Antena acoplada aos
eletrodos de Ag-AgCl do CG-EAD.

Analise quimica por cromatografia gasosa (CG) e espectrometria de massas (EM)

Todos os extratos foram analisados em cromatdgrafo gasoso acoplado ao
espectrometro de massas (CG/EM) — QP 2010 Ultra (Shimadzu), utilizando coluna Rtx — 5
(Crossbond® 95% dimethyl polysiloxane e 5% diphenyl) (30 m x 0.25 mm i.d. x 0.25 pm,
RESTEK) e hélio como géas de arraste. A programacdo de temperatura foi a mesma utilizada
para 0 CG-EAD. Cada extrato foi injetado no modo splitless em aliquotas de 2 L.

Os compostos foram identificados pelas suas caracteristicas de fragmentacdo no
espectrometro de massas, comparagdo com espectros da biblioteca e com padrao analitico das
substancias. Para auxiliar na identificacdo estrutural dos compostos foram utilizados o0s
espectros de massas do banco de dados do Instituto Nacional de Padrdes e Tecnologia
(NISTO08 e NISTO08s) e da biblioteca Wiley 229 [21]. O indice de Kovats (IK) foi calculado
para cada composto relatado mediante a equacdo de Van den Dool e Kratz para cromatografia
gasosa com temperatura programada, usando uma solucao padrdo de alcanos de 7 a 30 &tomos
de carbono [22].



87

Preparacdo dos padrdes analiticos

Para auxiliar na identificacdo dos compostos presentes nos extratos de E. cyparissias
foram preparadas solucdes de padrfes analiticos comerciais da marca Sigma-Aldrich®. Todos
os padrdes foram preparados na concentracdo de 1 mmol/L em solvente organico hexano
HPLC. Os padrbes que ndo puderam ser obtidos de padrdes comerciais foram sintetizados.
Para obtengdo do padrdo acetato de farnesila, foi realizada uma reacéo de acetilagdo do alcool
farnesol. Para obtencdo do 9,12-octadecadienol e 9,12-octadecadienal foi realizada a reacdo
de metilacdo do &cido linoleico e em seguida reacfes de reducdo para obtengdo do alcool e do

aldeido.

Para obtencdo do acetato de farnesila, uma quantidade de 6mg do farnesol (95%,
Sigma-Aldrich) foi deixado em contato com piridina e anidrido acético por 36 horas. Em
seguida, o material reacional foi colocado em gelo e adicionado de uma solugcdo de HCI a
0,1M e deixado sob agitacdo por 1h. As etapas seguintes consistiram na extracdo do material
em funil de separacdo utilizando diclorometano, lavagem desta solu¢cdo com bicarbonato de
sodio e solugdo salina saturada. A fase organica foi deixada por 2h em sulfato de sddio e

posteriormente o solvente foi removido em evaporador rotativo.

Para a reacdo de metilacdo foi utilizado 59 do &cido-9-12-octadecadienoico (acido
linoleico) em metanol seco (100 mL) ao qual foi adicionado 1,5mL de H2SO4 concentrado e
deixado em refluxo por 4h. Apoés esse periodo o material reacional foi filtrado em papel filtro.
As etapas seguintes consistiram em diluicdo em agua destilada (200 mL), neutralizacdo com
KOH 1 mol/L, extracdo com solvente organico (cloroformio) em funil de separacdo e
lavagem com solucdo salina de bicarbonato de sodio saturada. A fase organica foi deixada por
2h em sulfato de sodio e em seguida concentrada em evaporador rotativo. Uma parte do
produto dessa reacdo foi submetido a uma reacdo de redugdo com LiAlHs em THF para

obtencéo do alcool.

Analise estatistica dos extratos de machos e fémeas de E. cyparissias

Os dados obtidos das 18 amostras (6 x 3) analisadas no CG-EM com extenséo (*.cdf)
foram desmembrados e, em conjunto, submetidos a processos de normalizacao, alinhamento e
quantificacio dos sinais de absorcao utilizando o programa MatLab® (R2013a, Matworks). A

quantificacdo relativa de cada um dos compostos presentes, foi realizada tendo como base os
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valores das intensidades dos sinais dos cromatogramas do CG vinculados aos seus tempos de
retencdo, utilizando o método de Anova de Kruskal-Wallis (P < 0,05). O conjunto de
amostras foi submetido a analise estatistica multivariada pela técnica de PCA através do uso

de ferramentas desenvolvidas para a plataforma do MatLab.
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Resultados e Discussao
Resposta eletroantenografica

Ao submeter antenas das fémeas de E. cyparissias ao detector eletroantenografico
acoplado a cromatografia gasosa, frente ao extrato das asas posterior dos machos, observou-se
uma resposta antenografica fraca das antenas das fémeas em trés repeticdes, para quatro
diferentes compostos. Esses compostos foram numerados de acordo com a ordem de eluicdo

(fig. 8). Os indices de Kovats para cada composto estdo representados na Tabela 1.

Figura 8. Cromatograma do extrato hexanico das asas anterior de machos e resposta

eletroantenografica da antena da fémea em E. cyparissias.

1

EAD

Tabela 1. indice de Kovats correspondentes as respostas em CG-EAD.

Composto IK?
1 2196
2 2219
3 2900
4 3350

a[ndice de Kovats; *IK ndo calculado; coluna RTX-5
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Os indices de Kovats correspondem aos compostos identificados nas analises de CG-
EM como sendo os compostos (1) Geranil geraniol, (2) Geranil geraniol isémero, (3)
Nonacosano ¢ (4) B-Sitosterol.

As antenas dos machos que foram submetidas ao detector eletroantenografico
acoplado a cromatografia gasosa ndo apresentaram resposta antenogréfica. Entretanto, o
pequeno numero de insetos disponiveis para o0s bioensaios ndo possibilitou repeticdes
suficientes, somente sete antenas foram utilizadas para os experimentos. Sendo que, um maior

numero de andlises se faz necessario para conclusao desse resultado.

Composicédo quimica dos extratos de machos e fémeas de Eupalamides cyparissias

As analises dos dados obtidos por CG-EM dos 18 extratos de machos e fémeas de E.
cyparissias permitiu identificar um total de 37 compostos nos seis tipos de extratos (asas
anterior e posterior de machos e fémeas, ovipositor e 6rgao sexual do macho). Os extratos sdo
essencialmente compostos de substancias pertencente a classe dos alcanos (cadeia linear e
ramificada), monoterpenos, sesquiterpenos, alcoois, aldeidos, ésteres, acidos carboxilicos e
esteroides. Desses, dezessete compostos estiveram presentes em todos 0s tipos de extratos de
machos e fémeas, sete compostos sdo comuns a diferentes partes do corpo de machos e
fémeas, oito compostos sdo especificos de machos e cinco compostos sdo especificos de
fémeas (tabelas 2-5).

As figuras 9 e 10 representam a sobreposicdo do perfil cromatografico de ions totais
dos extratos de machos e fémeas respectivamente. As figuras de 11 a 16 sdo relativas aos
cromatogramas de ions totais de cada extrato de macho e fémea analisados. Somente 0s
compostos que estiveram presentes nas trés repeticdes de cada extrato analisado foram
considerados para discussdo como componentes efetivos de E. cyparissias 0s quais estdo

representados nas tabelas 2-5.
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Figura 9. Perfil dos cromatogramas de ions totais dos extratos dos machos de E.
cyparissias. 1 — Extrato macho asa posterior; 2- Extrato Macho asa anterior; 3- Extrato macho

orgao sexual.
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Figura 10. Perfil dos cromatogramas de ion totais dos extratos das fémeas de E.
cyparissias. 1- Extrato fémea asa posterior; 2- Extrato fémea asa anterior; 3- Extrato fémea

ovipositor.

As figuras de 11 a 16 representam os cromatogramas de ions totais de todos os
extratos de machos e fémeas de E. cyparissias, apos a analise e compara¢éo de todos 0s picos
presente nos cromatogramas identificou-se 0s compostos presente em todos os extratos de
machos e fémeas (tabela 2), compostos comum em diferentes extratos de machos e fémeas

(tabela 3) e os compostos especificos de machos (tabela 4) e especificos de fémeas (tabela 5).
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Composto

Referéncia® ou

IK do padréo
1 1031 Limoneno 1029
2 1061 3,8-dimetil-undecano Gomez et al., (1993)
3 1186 Naftaleno Adams (1995)
4 1191 1-Dodeceno Adams (1995)
5 1282  4,6-dimetil-dodecano -
6 1300 Tridecano 1299
7 1391 1-Tetradeceno Leffingwell e Alford (2005)
8 1592 1-Hexadeceno Adams (1995)
9 1787 7,11-Hexadecadienal Naka et al., (2003)
10 1792 1-Octadeceno Bin Ahmad e Bin Jantan (2003)
11 1857 7,11-Hexadecadien-1-ol Naka et al., (2003)
12 1921 Isbmero espringeno Heinrich et al., (2002)
13 1971 Isbmero espringeno -
14 2033  Geranil linalol Radulovic et al., (2010)
15 2167 Oleato de Etila Lalel et al., (2003)
16 2196 Geranil geraniol Tret’yakov (2007)
17 2219 Geranil geraniol isdmero Tret’yakov (2007)
18 2299 Tricosano Adams (1995)
19 2700 Heptacosano Spiewok et al., (2006)
20 2900 Nonacosano Bestmann et al., (1988)
21 3157 Colesterol -
22 3304 Campesterol Alberts et al., (1992)
23 3350 p-Sitosterol -

Figura 11. Cromatograma de ions totais do extrato das asas posterior do macho de E.

cyparissias. 2IK — indice de Kovats calculado; "Referéncias para indices de Kovats dos

compostos analisados em colunas RTX-5.
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: Referéncia® ou
Pico IK? Composto IK do padréio
1 1031 Limoneno 1029
2 1061  3,8-dimetil-undecano Gomez et al., (1993)
3 1186 Naftaleno Adams (1995)
4 1191 1-Dodeceno Adams (1995)
5 1282  4,6-dimetil-dodecano -
6 1391 1-Tetradeceno Leffingwell e Alford (2005)
7 1592 1-Hexadeceno Adams (1995)
8 1787 7,11-Hexadecadienal Naka et al., (2003)
9 1792 1-Octadeceno Bin Ahmad e Bin Jantan (2003)
10 1856 7,11-Hexadecadien-1-ol Naka et al., (2003)
11 1921 Isbmero espringeno Heinrich et al., (2002)
12 1970 Isdmero espringeno -
13 2033 Geranil linalol Radulovic et al., (2010)
14 2099 Oleato de metila 2099
15 2166 Oleato de Etila Lalel et al., (2003)
16 2194 Geranil geraniol Tret’yakov (2007)
17 2219 Geranil geraniol isbmero Tret’yakov (2007)
18 2300 Tricosano Adams (1995)
19 2500 Pentacosano Adams (1995)
20 2700 Heptacosano Spiewok et al., (2006)
21 2900 Nonacosano Bestmann et al., (1988)
22 3156 Colesterol -
23 3303 Campesterol Alberts et al., (1992)
24 3349 p-Sitosterol -

Figura 12. Cromatograma de ions totais do extrato das asas anterior do macho de E.
cyparissias. IK — Indice de Kovats calculado; "Referéncias para indices de Kovats dos

compostos analisados em colunas RTX-5.
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. . Referéncia® ou

Pico IK Composto IK do padrio
1 1031  Limoneno 1029
2 1056  2-Octenal 1054
3 1061  3,8-dimetil-undecano Gbmez et al., (1993)
4 1186  Naftaleno Adams (1995)
5 1191  1-Dodeceno Adams (1995)
6 1282  4,6-dimetil-dodecano -
7 1299  Tridecano 1299
s 1391 1 Tetradeceno Leffingwell e Alford (2005)
9 1464  2-Dodecenal 1464
10 1591  1-Hexadeceno Adams (1995)
11 1792  1-Octadeceno Bin Ahmad e Bin Jantan (2003)
12 1954  Acido palmitico Adams et al., (2004)
13 1990  Palmitato de etila Adams (1995)
14 2093  Linoleato de metila Pino et al., (2005)
15 2099  Oleato de metila 2099
16 2166  Oleato de etila Lalel et al., (2003)
17 2300  Tricosano Adams (1995)
18 2400  Tetracosano Fokialakis et al., (2003)
19 2500  Pentacosano Adams (1995)
20 2700  Heptacosano Spiewok et al., (2006)
21 2900  Nonacosano Bestmann et al., (1988)
22 3157  Colesterol -
23 3304  Campesterol Alberts et al., (1992)
24 3352  p-Sitosterol -

Figura 13. Cromatograma de ions totais do extrato do 6rgdo sexual do macho de E.

cyparissias. 2lK — Indice de Kovats calculado; "Referéncias para indices de Kovats dos

compostos analisados em colunas RTX-5.



95

TIC 0
- o [ @ N o o 2 a I =~
: Referéncia® ou
Pico IK® Composto IK do padréio
1 1031 Limoneno 1029
2 1061 3,8-dimetil-undecano Gomez et al., (1993)
3 1186 Naftaleno Adams (1995)
4 1282 4,6-dimetil-dodecano -
5 1299 Tridecano 1299
6 1391 1-Tetradeceno Leffingwell e Alford (2005)
7 1592 1-Hexadeceno Adams (1995)
8 1792 1-Octadeceno Bin Ahmad e Bin Jantan (2003)
9 2099 Oleato de Metila 2099
10 2166 Oleato de Etila Lalel et al., (2003)
11 2300 Tricosano Adams (1995)
12 2500 Pentacosano Adams (1995)
13 2700 Heptacosano Spiewok et al., (2006)
14 2800 Octacosano Bestmann et al., (1988)
15 2900 Nonacosano Bestmann et al., (1988)
16 3156 Colesterol -
17 3304 Campesterol Alberts et al., (1992)
18 3349 B-Sitosterol -

Figura 14. Cromatograma de ions totais do extrato da asa posterior da fémea de E.

cyparissias. lK — Indice de Kovats calculado; "Referéncias para indices de Kovats dos

compostos analisados em colunas RTX-5.
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Referéncia® ou

Pico IK? Composto IK do padrao

1 1031 Limoneno 1029

2 1055 2-Octenal 1054

3 1299  Tridecano 1299

4 1387 a-copaeno Hognadottir et al., (2003)
5 1435 trans-cariofileno 1435

6 1464  2-Dodecenal 1464

7 1990 Palmitato de etila Adams (1995)

8 2166 Oleato de Etila Lalel et al., (2003)

9 2300 Tricosano Adams (1995)

10 2500 Pentacosano Adams (1995)

11 2700 Heptacosano Spiewok et al., (2006)
12 2800 Octacosano Bestmann et al., (1988)
13 2900 Nonacosano Bestmann et al., (1988)
14 3156 Colesterol -

15 3303 Campesterol Alberts et al., (1992)
16 3349  B-Sitosterol -

Figura 15. Cromatograma de ions totais do extrato da asa anterior da fémea de E.
cyparissias. 2K — Indice de Kovats calculado; "Referéncias para indices de Kovats dos
compostos analisados em colunas RTX-5.
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Referéncia® ou

Pico IK® Composto IK do padréio

1 1031 Limoneno 1029

2 1061 3,8-dimetil-undecano Gomez et al., (1993)

3 1186 Naftaleno Adams (1995)

4 1191 1-Dodeceno Adams (1995)

5 1282 4,6-dimetil-dodecano -

6 1391 1-Tetradeceno Leffingwell e Alford (2005)
7 1592 1-Hexadeceno Adams (1995)

8 1793 1-Octadeceno Bin Ahmad e Bin Jantan (2003)
9 1815 Hexadecanal Marque et al., (2000)

10 1878 1-Hexadecanol 1878

11 1955 Acido palmitico Shamsardakani et al., (2003)
12 1990 Palmitato de etila Pino et al., (2005)

13 2082 1-Octadecanol 2082

14 2093 Linoleato de metila Tellez et al., (2002)

15 2099 Oleato de metila 2099

16 2167 Oleato de Etila Lalel et al., (2003)

17 2300 Tricosano Adams (1995)

18 2500 Pentacosano Adams (1995)

19 2700 Heptacosano Spiewok et al., (2006)
20 2800 Octacosano Bestmann et al., (1988)
21 2900 Nonacosano Bestmann et al., (1988)
22 3157 Colesterol -

23 3304 Campesterol Alberts et al., (1992)

24 3357 9- Hexadecenoato de octadecila -

25 3368 Hexadecanoato de octadecila -

Figura 16. Cromatograma do extrato do ovipositor da fémea de E. cyparissias. 21K —

indice de Kovats calculado; °Referéncias para indices de Kovats dos compostos analisados

em colunas RTX-5
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Compostos presentes em todos os extratos de machos e fémeas de E. cyparissias
A tabela 2 relaciona os compostos que foram identificados nos seis tipos de extratos
de E. cyparissias, sendo esses, extratos das asas anterior e posterior de machos e fémeas, do

ovipositor e do 6rgdo sexual do macho.

Tabela 2. Compostos presentes em todas as amostras de machos e fémeas de E.

cyparissias.
Referéncia® ou
, a (o)
Formula Composto IK m/z (%) IK do padrao®
molecular
39 (22); 41 (22); 53 (27); 68
Limoneno 1031 (100); 79 (40); 93 (69); 121
ClOHlG (21); 136 (10) 1029

N o 43 (95); 57 (100); 71 (71); 85 GOmez et al., (1993
CisHzs  3,8-Dimetil-undecano 1061 (46). 113 (6); 155 (0.2) z (1993)

51 (9); 64 (6); 86 (0,9); 102 Ad 1995
CioHs Naftaleno 1186 (10). 128 (100): 130 (0.5) ams (1995)
41 (85); 43 (94); 55 (100); 56
(85); 69 (71); 70 (63); 83 (53); Ad 1995
Ci2H24 1-Dodeceno 1191 &7 tary: 125 (3); 140 (2); 168 ams (1995)
1)
43 (89); 57 (100); 71 (91); 85 -
(57); 113 (8); 155(2)
41 (84); 43 (94); 55 (100); 69  Leffingwell e Alford
Cu4Ho2s 1-Tetradeceno 1391 (81); 83 (71); 97 (47); 111

CuaH3o 4 .6-Dimetil-dodecano 1282

(20): 196 (0,3) (2005)
41 (91); 43 (81); 55 (100): 56
CieHa2 1-Hexadeceno 1592 (50); 57(67); 69 (68); 70 (48);  Adams (1995)

83 (55); 97 (41); 111 (19); 125

(5); 140 (1); 224 (0,1)

41 (71); 43 (96); 55 (100); 57 Bin Ahmad e Bin
CisHss 1-Octadeceno 1792 (97); 69 (65); 83 (70); 97 (65);

111 (27); 139 (2); 252 (0,02) Jantan (2003)
o 8Ieago de Etila | 41 (64); 55 (100); 69 (59); 83
-Octadecenoato de (49); 88 (42); 97 (85); 123 | gle| et al., (2003
CaoH3502 etila) 2166 (16): 180 (8); 222 (7); 264 (1) /(2009
310 (1)
43 (65); 57 (100); 71 (73); 85
CasHas Tricosano 2300 (47); 99 (17); 113 (10); 169 Adams (1995)

(1,4); 225 (0,2); 324 (0,01)
43 (62); 57 (100); 71 (74); 85

(47); 99 (18); 113 (10); 141 Adams (1995
CasHs? Pentacosano 2500 (p" 155 (2} 169(1) 352 (1995)

(0,06)

43 (59); 57 (100); 71 (77); 85  Bestmannet al.,
CarHse Heptacosano 2700 (51); 99 (21); 113 (13); 141

(5); 155 (3); 169 (2); 380 (1988)
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(0,01)

43 (54); 57 (100); 71 (75); 85 ~ Bestmannetal.,
CogHss Octacosano 2800 (51); 99 (21); 113 (13); 141 1988

(6): 155 (4); 169 (2) (1988)

43 (57); 57 (100); 71 (78); 85 ~ Bestmannetal.,
C29He0 Nonacosano 2900 (54); 99 (22); 113 (14); 141 1088

(6): 155 (4); 169 (2) (1988)

43 (80); 57 (62); 67 (58); 81
(100); 95 (87); 105 (93); 121
(51); 145 (83); 159 (54); 173 }
3156 (28); 213 (46); 247 (22); 275
(45); 353 (34); 368 (31); 386
(23)
43 (100); 55 (78); 81 (80); 95
(76); 107 (77); 119 (50); 145
(69); 159 (51); 173 (29); 213
Ca2sHas0 Campesterol 3305 (53): 231 (20). 255 (36). 273 Alberts et al., (1992)
(24); 289 (41); 315 (50); 367
(33); 382 (31); 400 (37)
43 (100); 57(74); 81 (81); 95
(76); 121 (44); 145 (67); 159
Ca29H500 B-Sitosterol 3350 (48); 173 (28); 199 (22); 213 -
(52); 255 (38); 303 (40); 329
(49); 381 (31); 396 (31)

C27H460 Colesterol

Fase estacionaria: DB5; 2IK-Indice de Kovats; °Referéncia da literatura; ¢IK calculado do

padrdo; m/z — razdo massa/carga; % - intensidade relativa; *ndo calculado.

O composto identificado como Limoneno teve sua confirmacdo através de
comparagdo com padrdo comercial analisado nas mesmas condi¢des das amostras. O indice de
Kovats e o padréo de fragmentacdo do espectro de massas foi idéntico ao padrdo. A presenca
desse composto nos extratos de E. cyparissias provavelmente esta associada aos seus habitos
alimentares. Durante a fase de lagarta o inseto alimenta-se constantemente do estipe das
palmeiras obtendo assim essa substancia no momento da alimentacéo.

O Limoneno € um monoterpeno sintetizado por plantas fazendo parte da composicéo
dos Oleos essenciais, no entanto, essa substancia é frequentemente encontrada em feroménios
de insetos, em grande parte esses terpenos sdo encontrados como terpenos simples ou como
compostos derivados desses [23, 24]. Estudos demonstraram a presenca do Limoneno nas
mais diversas familias de plantas, incluindo as da familia Arecaceae a qual pertence Cocos
nucifera (coco) e Elaeis guineensis (dendé) plantas hospedeiras de E. cyparissias [25, 26].

Riolo et al., (2014) relatou a presenca do Limoneno em extratos dos ovipositores de
fémeas de Paysandisia archon (Burmeister, 1880) (Lepidoptera: Castniidae) com 1 e 24 h de
idade, no entanto, ndo houve resposta eletrofisioldgica nas antenas dos machos submetidos
aos ensaios com EAD. Entretanto, para algumas espécies de Lepidoptera o Limoneno pode

atuar como aleloquimico ou feroménio [27-33].
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Em Plutella xylostella (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Plutellidae), uma praga de
cruciferas, o limoneno apresentou significativa atividade repelente e deterrente atuando assim
como alomonio [27]. Os estudos realizados com Thyrinteina arnobia (Stoll, 1782)
(Lepidoptera: Geometridae), uma importante praga do eucalipto, sugerem que esse composto
atua como um atrativo [28].

A identificacdo do Limoneno em lepidopteras da familia Papilionidae em espécies do
género Papilio sugere que esse composto pode atuar como feroménio ou aloménio a depender
da espécie [29-31]. Nas espécies de Pieris melete Ménétriés, 1857 e Pieris napi (Linnaeus,
1758) (Lepidoptera: Pieridae) o Limoneno tem atividade feromonal e em Lobesia botrana
(Denis & Schiffermiller, 1775) (Lepidoptera: Tortricidae) exerce a funcdo de cairomonio [32,
33].

Os monoterpenos podem atuar como importantes pistas olfativas para os insetos
facilitando a identificacdo da planta hospedeira [24]. Por outro lado, algumas espécies de
cupim e formigas utilizam essa substancia como feromonios de alarme [34-36].

Além do Limoneno, todos os compostos representados na tabela 2, tiveram suas
estruturas sugeridas apds analise dos espectros de massas. Além disso, o indice de Kovats
relatado na literatura para a mesma fase estacionaria (RTX-5) foi utilizado como referéncia
(tabela 2).

Os hidrocarbonetos presente em todos os extratos de E. cyparissias, foi a maior
classe de lipidios observada no corpo dos insetos de ambos 0s sexos. Esses compostos
comumente sdo encontrados na cuticula de insetos, a funcdo dos hidrocarbonetos pode estar
relacionada a protecdo contra a perda de &gua por desidratacdo ou repeléncia durante a chuva.
Os hidrocarbonetos cuticulares sdo sintetizados no tegumento do inseto, mais especificamente
em células chamadas de oendcitos [23, 37]. Para os insetos sociais 0s hidrocarbonetos estdo
associados principalmente ao reconhecimento entre individuos da mesma espécie [23].

Para o composto identificado como 3,8-Dimetil-undecano nenhum relato foi
encontrado na literatura da sua presenca em insetos da ordem Lepidoptera. Para o pico
identificado como sendo o composto 1-Dodeceno, estudo menciona atividade repelente em
Trichoplusia ni (Lepidoptera:Noctuidae) [38]. Ja em Pogomyrmex barbatus (Hymenoptera:
Formicidae) o 1-Dodeceno foi relatado compondo a mistura de feromonios da glandula de
Dufour [39].

Os hidrocarbonetos identificados nos extratos que apresentaram indices de Kovats na
faixa de 1391 a 2900 (C14 & Cp9) sdo estruturas lineares, provavelmente esses compostos sdo
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cuticulares, ja que os hidrocarbonetos lineares sdo compostos com maior ponto de ebulicdo
conferindo ao inseto maior protegdo contra a perda de &gua [23, 40].

O composto 1-Tetradeceno ndo havia sido relatado até o momento para insetos da
ordem Lepidoptera, sua atividade esta associada a insetos das ordens Coleoptera e
Hymenoptera. Em insetos da ordem Coleoptera o 1-Tetradeceno foi identificado em secrecgdes
defensivas de Hydissus feronioides (Pascoe, 1866) (Coleoptera: Tenebrionidae), Tribolium
castaneum (H.) e Tribolium freemani Hinton (Coleoptera: Tenebrionidae) [41, 42]. Espécies
da ordem Hymenoptera apresentam o 1-Tetradeceno compondo o feroménio de machos da
espécie Eulaema cingulata (Fabricius, 1804) (Hymenoptera: Apidae) [43]. Compondo a
mistura de feromonios das glandulas de Dufour esse composto foi relatado em formigas do
género Pogonomyrmex [39].

O 1- Hexadeceno é um hidrocarboneto comumente sintetizado por insetos, em
Lepidoptera esse composto foi relatado fazendo parte da composicdo do feromodnio de
borboletas macho da espécie Amauris tartarea Mabille, 1876 (Lepidoptera: Nymphalidae)
[37]. Em ordens como Coleoptera e Hymenoptera esse composto foi descrito como feromonio
e aloménio. Cruz-Lopez et al., (2007), identificou o 1-Hexadeceno em secrecdes de glandulas
mandibulares de abelhas da espécie Oxytrigona mediorufa (Cockerell, 1913) (Hymenoptera:
Apidae) compondo o feromdnio de alarme e as substancias defensivas dessa espécie. Em
Formigas do género Pogonomyrmex compondo as secrec¢des da glandula de Dufour [39]. Para
duas espécies de Coleoptera do género Tribolium esse composto foi identificado em secrecdes
defensivas [42].

Até o presente momento ndo houve relatos para o composto 1-Octadeceno em
espécies de Lepidoptera. A presenca desse composto é comum em espécies de insetos sociais
da ordem Hymenoptera, como em formigas dos géneros Ectatomma, Myrmica e Diacamma,
compondo as secre¢des da glandula de Dufour [44, 45].

A presenca do éster insaturado Oleato de etila ainda ndo havia sido relatado para
insetos da ordem Lepidoptera, ja para a ordem Hymenoptera esses o utilizam como feromdnio
de alarme [46, 47].

A série de alcanos lineares com 23 & 29 atomos de carbono, esteve presente em todos
0s extratos de machos e fémeas de E. cyparissias como representado na tabela 2. Os n-alcanos
sdo considerados uma das maiores classes de hidrocarbonetos presente em insetos [48]. Sabe-
se que o perfil de hidrocarbonetos em insetos tende a ser espécie- especificos [49]. A presenca
dos alcanos em insetos da ordem Lepidoptera estd associada a fungdes como, compondo
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hidrocarbonetos cuticulares envolvido no reconhecimento a curtas distancias ou compondo a
mistura de feromonio liberado por machos e fémeas [37, 40, 50, 51].

Todos os extratos de E. cyparissias apresentaram 0s n-alcanos tricosano,
pentacosano e heptacosano descritos também por Reboucas et al., (1999), em glandulas
feromonais de fémeas de T. licus licus (Drury, 1773) (Lepidoptera: Castniidae).
Provavelmente, a presenca desses compostos estd associada aos hidrocarbonetos cuticulares
importantes para o reconhecimento entre as espécies, principalmente a curtas distancias.

No entanto, é importante salientar que a literatura descreve a presenca do tricosano
em diversas espécies de lepidopteros, fazendo parte da composicdo de feroménios sexuais
desses insetos [37, 40, 50-59].

A presenca do Tricosano também foi relatada em extratos de escamas do corpo de
fémeas de Orgia leucostigma (JE Smith, 1797) (Lepidoptera: Lymantriidae) e nos volateis das
glandulas de fémeas de Myelois cribella (Lepidoptera: Pyralidae) e Notarcha derogata
(Fabricius, 1775) (Lepidoptera: Crambidae) [52, 54, 56]. Nos extratos dos ovipositores de
fémeas o tricosano esteve presente nas espécies Ostrinia nubilalis (Hibner, 1796)
(Lepidptera: Crambidae) e Merophyas divulsana (Walker, 1863) (Lepidoptera: Tortricidae)
[53, 59]. Esse mesmo composto foi descrito compondo a mistura de feroménios nos extratos
de hairpencil de machos de vérias espécies do género Amauris (Danaidae) [37].

O composto identificado como Pentacosano foi relatado em diversas espécies de
lepidopteros, na maioria fazendo parte dos compostos cuticulares, que sdo importantes como
feromonios de reconhecimento a curtas distancias entre as espécies, ou ainda compondo a
mistura de feromonios liberado por fémeas [37, 52, 54, 60].

O Heptacosano em machos de Colias eurytheme Boisduval, 1852 (Lepidoptera:
Pieridae) compde parte da mistura de feromonio responsavel pela atracdo de fémeas [61].
Schulz et al., (1993) identificou o heptacosano em 6rgdos androconiais de machos de diversas
especies do género Amauris compondo a mistura de feroménios sexuais.

Os compostos identificados nos extratos de E. cyparissias como Octacosano e
Nonacosano também séo relatados compondo os feroménios de espécies do género Amauris e
sdo produzidos pelos machos nos 6rgdo androconiais e atuando na atragdo da fémea co-
especifica [37]. Entretanto, em Orgyia leucostigma (JE Smith, 1797) (Lepidptera:
Lymantriidae) esses compostos sdo produzidos pelas fémeas e compbe a mistura de
feroménios responsavel pela atracdo dos machos [56].

O Nonacosano se mostrou um composto ativo em antenas de fémeas de E.

cyparissias (fig. 8), contudo, por se tratar de um composto presente em todos 0s extratos de
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machos e fémeas de E. cyparissias descarta-se a possibilidade de ser um feromonios sexual.
Entretanto, a composicdo dos hidrocarbonetos cuticulares é de importancia para o
reconhecimento entre as espécies. Em E. cyparissias a atividade desse composto ndo foi
avaliada sendo assim, bioensaios utilizando padrao analitico sdo necessarios para confirmacéo
dessa hipdtese.

A presenca dos compostos Colesterol, Campesterol e Sitosterol nos extratos de E.
cyparissias esta associada a sua alimentacdo. O inseto em sua fase larval alimenta-se
exclusivamente de sua planta hospedeira, mais especificamente do estipe da palmeira. Além
disso, os esteroides podem ser sintetizados somente pelas plantas e pelos animais superiores,
mas ndo pelos insetos [23].

De acordo com Morgan et al., (2004), os insetos que se alimentam das folhas ou
floema das plantas, tendem a converter esteroides das plantas, como por exemplo o f-
sitosterol em colesterol. A bio-transformacdo ocorre no intestino do inseto, através de uma
reacdo de desalquilacdo. Essa mesma transformacdo pode ocorrer com o campesterol, no
entanto, a presenca desse esteroide € menos comum em plantas superiores [23]. O colesterol e
alguns esteroides equivalentes sdo considerados nutrientes essenciais para 0s insetos, além
disso, o colesterol € um importante precursor dos ecdisterdides [23, 63, 64]. Sendo assim, a
presenca do colesterol e seus precursores seriam justificados nos extratos de E. cyparissias.

3.8-Dimetil-undecano Naftaleno

X

1-Dodeceno

Limoneno

4 .6-Dimetil-dodecano

Figura 17. Compostos presente em todos os extratos de E. cyparissias.
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Compostos em comum nos diferentes extratos de machos e fémeas de E. cyparissias

A tabela 3 relaciona os compostos que estiveram presentes nos diferentes extratos de
machos e fémeas de E. cyparissias. As Ultimas colunas da tabela 3 informam quais as regifes
do corpo de cada inseto macho e fémea esses compostos estiveram presente. As analises dos
espectros de massas e comparacdo com indice de retencdo dos padrdes comerciais e com 0
indice de retencdo reportados na literatura permitiram a identificacdo desses compostos.

Os aldeidos 2-Octenal e 2-Dodecenal estiveram presentes significativamente nos
extratos do 6rgdo sexual de machos e em maior concentragdo nos extratos da asa anterior de
fémeas (S5.1 fig. e S5.3 fig., pags 135 e 136) de E. cyparissias. Alem das andlises dos
espectros de massas, essas estruturas foram confirmadas mediante a comparacdo do espectro
de massas e indice de Kovats de padrdes comerciais analisados nas mesmas condi¢cdes dos
extratos (tabela 3).

Para a ordem Lepidoptera poucas atividades estdo relacionadas ao 2-Octenal. A
presenca desse composto em larvas de Cydia pomonella (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera:
Tortricidae) estaria associada a atratividade de outras larvas co-especificas para locais de
pupacdo, atuando como um feromdnio de agregacdo entre larvas dessa espécie [66]. A
presenca desse composto também foi relatada compondo a mistura de volateis de larvas de
Pieris brassicae (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Pieridae), entretanto, sua atividade néo foi
descrita [67].

Em insetos da ordem Heteroptera a atividade para o 2-Octenal estd associada a
compostos de defesa, compondo o extrato da glandula de percevejos que liberam essas
substancias quando ameacados [68]. Para Coleoptera esse composto esta presente em extratos
das secrecBes defensivas da espécie Eusphalerum signatum (Markel, 1857) (Coleoptera:
Staphylinidae) [69].

Para o aldeido identificado como 2- Dodecenal ndo ha relatos desse composto sendo
produzido por insetos da ordem Lepidoptera. Para abelhas da espécie Macropis fulvipes
(Fabricius, 1804) (Hymenoptera: Melittidae) esse composto atua como um atraente [70]. Por
outro lado, diversos compostos da classe dos aldeidos sdo produzidos em secregdes de insetos

e funcionariam como repelentes para outras espécies [71].
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Tabela 3. Compostos identificados em regides do corpo de machos e fémeas da Broca-da-coroa-foliar (E. cyparissias).

Asa Asa
Referéncia®  Ant.  Post. .
Formula ou Org. Ovi
a 0]
molecular Composto IK miz (%) IK do M F MF % =
padrao®
41 (96); 55 (100); 70 (80); 83 (54); 97
CgH140 2-Octenal* 1055 (11); 111 (2) 1054 -+ - - + -
43 (72); 57 (100); 71 (57); 85 (32); 99
Ci3Hazs Tridecano* 1300 (6); 113 (2); 141 (1); 184 (0,5) 1299 -+ o+ o+ + -
41(100); 43 (90); 55 (83); 57 (69); 70
C12H220 2-Dodecenal* 1464 (87); 83 (55); 97 (21); 111 (7) 1464 -+ - - + -
43 (94); 60 (86); 73 (100); 97 (26);
Acido Palmitico 115 (17); 129 (40); 157 (17); 171 Shamsardaka
C16H3202 1955 (15); 213 (18); 227 (5); 256 (8) ni et al., - - - - + +
(2003)
43 (45); 55 (29); 88 (100); 101 (58);
i i 157 (10); 284 (1 i Y
CusH360s Palmitato de Etila 1990 (10) (1) Pl?zoot(e)tszgll . L N +
Linol de Metil 41 (40); 55 (59); 67 (100); 81 (86); 95
C19H3402 inoleato de Metila 2093 (53); 110 (14); 150 (7); 294 (1) Tellezetal.,, - - - - + +
(2002)
- 41 (57); 55 (100); 67 (38); 69 (68); 74
C19H3602 Oleato de Metila 2099 (54); 83 (54); 97 (43); 110 (20); 222 2099 + - -+ + +
(6); 264 (9)

Fase estacionaria: *Diferenca significativa de concentracéo entre as partes do corpo do inseto (P < 0,05); DB5; 2IK-indice de Kovats; PReferéncia da literatura;
°IK calculado do padrdo; m/z — razdo massa/carga; % - intensidade relativa; (+) presenca; (-) auséncia; Asa ant. (asa anterior); Asa Post. (asa posterior); Org
sex. (6rgdo sexual do macho); Ovi. (ovipositor); M-macho; F-fémea.
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O n-alcano Tridecano foi identificado nos extratos da asa posterior e 6rgao sexual
dos machos e nos extratos das asas anterior e posterior das fémeas de E. cyparissias. A
concentracdo do Tridecano foi significativamente maior nos extratos da asa anterior das
fémeas (S5.2 Fig., pag. 135). Para insetos da ordem Heteroptera esse composto pode atuar
como feromonio ou alomodnio [72, 73], e em Diptera como atraente [74]. Nos insetos da
ordem Coleoptera o tridecano foi identificado exercendo atividade de alomonio e feromonio
[75].

Apesar dos compostos, Acido palmitico, Palmitato de etila, Linoleato de metila e
Oleato de metila terem sido constatados em insetos macho e fémea de E. cyparissias, a analise
estatistica demonstrou que ndo ha diferenca significativa de concentragdo nas partes do corpo
de ambos o0s sexos (S5.4 a S5.6, pags. 139 e 140).

A presenca do Acido palmitico foi constatada nos extratos do 6rgdo sexual dos
machos e ovipositor de E. cyparissias (tabela 3). Os acidos graxos sdo metabdlitos primérios e
sdo importantes fontes de muitos metabolitos secundérios, sendo um importante precursor
para a sintese de feromonios [23]. O &cido palmitico € um constituinte comum dos 6rgdos
vegetais em espécies de plantas da familia Arecaceae [76].

Além disso, segundo Ando et al., (2004) os feroménios podem ser classificados de
acordo com sua estrutura quimica, os feroménios do tipo | sdo compostos com cadeias entre
C10 e C1g com alcoois primarios, acetatos ou aldeidos com até 3 insaturagdes. Com isso, 0
acido palmitico pode ser considerado um precursor para a sintese de feromoénios em
lepidopteras.

O Acido palmitico foi relatado nos extratos ativos de glandulas de fémeas de T. licus
licus [50]. Para a espécie P. archon o acido palmitico, presente nos extratos das asas do
macho, elicitou resposta eletrofisiologica nas antenas das fémeas [77]. Riolo et al., (2014)
também identificou o &cido palmitico nos extratos dos ovipositores de P. archon.

Nos extratos de E. cyparissias foi observado a ocorréncia de esterificacdo de acidos
graxos. A producdo de ésteres a partir dos &cidos graxos € uma reagdo comum em muitas
espécies de Lepidoptera, na maioria esses compostos fazem parte da mistura feromonal [78].

O composto Palmitato de etila, éster do Acido palmitico, em Amyelois transitella
(Walker, 1863) (Lepidoptera: Pyralidae) foi descrito como sendo o principal componente da
mistura de feromoénios das fémeas, além disso, 0 mesmo estudo demonstrou que esse
composto exerce atividade atrativa para Pyralis farinalis (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera:
Pyralidae) [79].
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Para o Linoleato de metila, éster derivado do Acido linoleico, atividades foram
descritas para Lepidopteras das familias Pieridae e Tortricidae. Em Pieris rapae crucivora
(Linnaeus, 1758) (Pieridae) esse composto esteve presente em extratos das asas e do corpo de
machos e fémeas, compondo a mistura de feromonios responsaveis pelo reconhecimento do
parceiro sexual [80]. Em Bonagota salubricola (Meyrick, 1931) (Lepidoptera: Tortricidae) o
Linoleato de metila foi identificado em extratos ativos de glandulas abdominais de fémeas
[81, 82].

Para o éster do Acido oleico, Oleato de metila, ndo ha relatos de atividade biol6gica
em lepidépteros. A literatura descreve esse composto compondo a mistura feromonal

presente nas glandulas de Dufour de Hymenoptera [47].
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Figura 19. Compostos identificados em diferentes partes do corpo de machos e fémeas de E.

cyparissias.
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Compostos especificos de machos de E. cyparissias

A tabela 4 representa os compostos de E. cyparissias especificos dos machos e as
partes do corpo do inseto em que esses compostos foram identificados. Todos 0os compostos
classificados como especificos dos machos apresentaram diferenca estatistica significativa
em concentracdo quando comparados aos extratos de partes do corpo das fémeas (S6.1 Fig. a
S6.8 Fig., pags. 138 a 141).

O composto identificado como o aldeido 7,11-Hexadecadienal esteve presente nos
extratos das asas anterior e posterior dos machos de E. cyparissias. A literatura relatou
diversas atividades para os isbmeros (Z,Z)-7,11-Hexadecadienal e (Z,E)-7,11-Hexadecadienal
em Lepidoptera, quando em mistura com outros compostos. O composto (Z,2)-7,11-
Hexadecadienal foi identificado no extrato de fémeas da Phyllocnitis citrella Stainton
(Lepidoptera: Gracillariidae) [83]. Em testes de campo, uma mistura contendo o (Z,Z2)-7,11-
Hexadecadienal demonstrou ser um importante atraente para mariposas machos de P.

citrella, e para outras espécies do mesmo género [84-87].

Verificou-se também a presenca do alcool 7,11-Hexadecadien-1-ol somente nos
extratos das asas dos machos de E. cyparissias. Assim como para o aldeido, a isomeria
espacial ainda néo foi definida. Para insetos da ordem Lepidoptera a literatura relata atividade
para os dois isdmeros desse composto. O alcool (Z,E)-7,11-Hexadecadien-1-ol foi relatado na
literatura como substancia atrativa para Argyresthia beta (Argyresthiidae) quanto testado em
campo [84]. Os isdbmeros (Z,E) e (Z,2)-7,11-Hexadecadien-1-ol fazem parte do feroménio de
fémeas de Pectinophora gossypiella (Saunders 1844) (Lepidoptera: Gelechiidae) atraindo
machos co-especificos [88].



Tabela 4. Compostos identificados como especificos de machos da Broca-da-coroa-foliar (E. cyparissias).
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Formula a o Referéncia®ou  Asa  Asa  Org.
molecular Composto IK miz (%) IK do padrao® ant. Post.  sex.
. 55 (91); 67 (100); 81 (62); 95 (36);
- * -
Ci6H260 7,11-Hexadecadienal 1787 109 (17); 137 (6) Naka et al., (2003) + +
. 41 (82); 55 (100); 67 (70); 81 (70);
- -1-ol* -
Ci6H300 7,11-Hexadecadien-1-ol 1857 95 (43): 110 (13) Naka et al., (2003) + +
41 (40); 69 (100); 81 (36); 93 (34); Heinrich et al
CaoHa2 Espringeno isdmero* 1921 120 (11); 133 (13); 161 (5); 187 (2); N + + -
(2002)
272 (0,3)
41 (50); 69 (100); 81 (41); 93 (52);
CaoH32 Espringeno isbmero* 1954 107 (30); 120 (7); 133 (6); 161 (3); ) - + +
187 (1); 272 (0,4)
41 (47); 69 (100); 81 (49); 93 (52);
CaoHs2 Espringeno isbmero* 1971 107 (30); 120 (5); 133 (5); 161 (3); + + +
187 (1): 272 (0,4) Zhao et al., (2006)
S 41 (43); 69 (100); 81 (46); 93 (37); Radulovic et al., i
CaoHaO Geranil linaol 2033 121 (10); 135 (7); 161 (5); 203 (1) (2010) * *
41 (56); 55 (19); 69 (100); 81 (73);
C20H340 Geranil geraniol* 2196 93 (36); 95 (27); 107 (23); 109 (14);  Tret’yakov (2007) + + -
121 (17); 136 (12); 147 (5); 161 (6)
C20H340 Geranil geraniol isdmero* 2219 41; 69, 81; 93; 95, 107; 109; 121, - + + -

136, 149;

Fase estacionaria: DB5; *Concentraco significativamente maior nos machos (P < 0,05); 2IK-indice de Kovats;  Referéncia da literatura; °IK calculado do padrdo; m/z —

razdo massa/carga; % - intensidade relativa; (+) presenca; (-) auséncia; Asa ant. (asa anterior); Asa Post. (asa posterior); Org sex. (6rgdo sexual do macho).
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Os compostos com indices de Kovats em 1921, 1954 e 1971 estdo relacionados com
0 composto B-espringeno relatado na literatura. Os espectros de massas de todos 0s compostos
presentes nessa regido apresentaram intensidade dos ions e semelhanca na feicdo do espectro
para o B-espringeno. Sendo assim, foi considerado que esses compostos possivelmente sdo
isdbmeros do espringeno diferenciando somente a geometria da ligagdo dupla.

Para insetos da ordem Lepidoptera o composto 3-espringeno foi identificado somente
em uma espécie, do qual pertence a ordem Castniidae. Os trabalhos realizados por Reboucas
et al., (1999) identificou esse composto em extratos das glandulas abdominais de fémeas de T.
licus licus (Castniidae).

O espringeno é um diterpeno isdmero do farneseno, essa molécula pode ser formada
a partir da desidratacdo do geranil geraniol [89, 90]. O composto geranil geraniol também foi
identificado nos extratos de machos de E. cyparissias o que provavelmente poderia explicar a
presenca do espringeno.

Para insetos da ordem Hymenoptera a literatura relata o composto espringeno
compondo a mistura de feromonios nos extratos das glandulas de Dufour da espécie
Nannotrigona testaceicornis (Lepeletier) (Hymenoptera: Apidae) e em secrecdes da glandula
mandibular de Melipona beecheii Bennett, 1831 (Hymenoptera: Apidae) e Bombus morrisoni
Cresson, 1878 (Hymenoptera: Apidae) [89, 91, 92].

O composto identificado como geranil linalol esteve presente nos extratos das asas
anterior e posterior somente dos machos de E. cyparissias. A presenca desse composto ainda
ndo havia sido relatada para insetos da familia Castniidae. O geranil linalol é um alcool
terciario diterpeno, comum em insetos da ordem Hymenoptera [23]. Atividades para esse
composto estdo relacionadas a insetos das ordens Isoptera e Hymenoptera, atuando como
alomdnio e feroménio respectivamente [93, 94].

O composto que apresentou Indice de Kovats 2196 corresponde ao Geranil geraniol.
O pico para esse composto foi consideravelmente intenso principalmente nos extratos das asas
posteriores. O respectivo pico com indice de Kovats de 2219 de menor intensidade presente
também nos extratos das asas anterior e posterior dos machos foi sugerido ser um isémero do
Geranil geraniol devido a sua grande similaridade em fei¢&o do espectro de massas.

A resposta eletroantenografica da antena das fémeas de E. cyparissias (fig. 8) com o
extrato das asas do macho revelou que o Geranil geraniol é um componente bioativo.
Entretanto, analises utilizando a substancia padrdo em diferentes concentracfes se faz

necessario para confirmacéo dessa atividade.
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A literatura também ndo relata a presenca do composto geranil geraniol em
Lepidopteras. Entretanto, em insetos da ordem Hymenoptera é bastante comum, constituindo
os feromonios das glandulas labiais de machos de B. morrisoni e nas glandulas de Dufour de
insetos da ordem Formica (Hymenoptera: Formicidae) [92, 95].

Os terpendides que estiveram presente nos extratos de E. cyparissias, sdo0 compostos
comumente encontrados na natureza e sdo importantes como feromoénios, compostos de

defesa, ou compostos com atividade deterrentes ou fungicidas [23, 93].
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Geranil Linalol
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Figura 20. Estruturas dos compostos especifico dos machos de E. cyparissias.
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Compostos especificos de fémeas de E. cyparissias

A tabela 5 relaciona todos os compostos que foram detectados somente em fémeas de
E. cyparissias. A concentracdo desses compostos foi significativamente maior nas partes do
corpo das fémeas quando comparados aos machos (S7.1 Fig. a S7.5 Fig., pags. 142-144).

Os compostos com Indice de Kovats 1387 e 1435 foram identificados somente nos
extratos das asas anterior das fémeas de E. cyparissias. A compara¢do do indice de Kovats da
literatura e a andlise dos espectros de massas permitiram identificar esses compostos como
pertencente a classe dos sesquiterpenos ciclicos, o-Copaeno e trans-cariofileno
respectivamente. O composto com Indice de Kovats 1435 foi confirmado por comparagio
com amostra do padrdo comercial trans-cariofileno (tabela 5).

Até o presente momento nenhuma atividade biologica foi relatada para o a-copaeno
em insetos da ordem Lepidoptera. A presenca desse composto ndo é comum em extratos de
insetos. Entretanto, em um grande nimero de plantas é conhecido por ser um importante
atraente para diversas espécies [96, 97]. Atividades descritas na literatura, para esse
composto, estdo relacionadas principalmente a atratividade em insetos da ordem Coleoptera,
como Cosmopolites sordidus (Germar, 1824) (Coleoptera: Dryophthoridae), Lucanus cervus
Linnaeus, 1758 (Coleoptera: Lucanidae) e Scolytus intricatus (Ratzeburg, 1837) (Coleoptera:
Curculionidae) [96, 98, 99].

Estudos realizados com P. archon, um importante inseto-praga da familia Castniidae,
revelou a presenca do B-cariofileno nos extratos de fémeas com 1 hora e 24 horas de idade
[74]. O B-cariofileno atua como um importante composto atrativo para algumas espécies de
lepiddpteras. Estudos realizados por Batista-Pereira et al., (2006) confirmaram em ensaios de
GC-EAD que as antenas de T. arnobia e Hypsipyla grandella (Zeller, 1848) (Lepidoptera:
Pyralidae) apresentam atividade eletrofisiolégica quando testadas com p-cariofileno [28,
100].

O composto B-cariofileno também foi reportado como um dos constituintes das
secrecdes liberadas pelo 6rgdo osmeterial das lagartas de espécies do género Papilio atuando
como um importante aloménio defensivo [30].

Para o 1-Hexadecanol foi observado um pico de alta intensidade nos cromatogramas,
além da similaridade com o indice de retencdo reportado na literatura e analise do espectro de

massas, a confirmacéo foi realizada com o padrdo comercial.
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Tabela 5. Compostos identificados como especificos de fémeas da Broca-da-coroa-foliar (E. cyparissias).

Referéncia® ou  Asa  Asa

A a 0, -
Formula Composto IK m/z (%) IR do padréo® ant.  Post. Ovi.
molecular

41 (31); 55 (17); 77 (22); 105 (100); 119 (88); .
CisHas a-Copaeno* 1387 133 (11); 161 (56); 204 (4) HZ?n?gggg) ey ; ]
41 (96); 69 (100); 79 (74); 93 (91); 120 (33); 133
CisHo4 Trans-cariofileno* 1435  (60); 161 (19); 175 (5); 189 (8) 1435 + - -
43 (89); 55 (100); 83 (92); 97 (72); 111 (35); 154
C16H340 1-Hexadecanol* 1878  (2); 168 (2); 196 (2); 224 (0,2) 1878 - - +
43 (78); 57 (100); 69 (90); 83 (74); 97 (72); 111
CauHesO2  9- Hexadecenoato de octadecila* 3357  (41): 138 (16); 152 (28); 194 (16); 236 (40); 255 _ ] +

(10) -

. 43 (72); 57 (100); 83 (67); 97 (68); 111 (39); 129
C34Hes02 Hexadecanoato de octadecila* 3368 (13): 196 (5): 213 (6): 239 (7): 257 (84) i - - +

Fase estacionaria: DB5; *Concentracao significativamente maior nas fémeas (P < 0,05); 2IK-Indice de Kovats; PReferéncia da literatura; °IK calculado do padrdo; m/z — razéo
massa/carga; % - intensidade relativa; (+) presenca; (-) auséncia; Asa ant. (asa anterior); Asa Post. (asa posterior); Ovi. (ovipositor).
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O 1-Hexadecanol é um importante &lcool primério ja identificado em espécies de
machos e fémeas da ordem Lepidoptera como feromonios sexual.

Em extratos obtidos dos ovipositores de Diaphania nitidalis (Stoll, 1781)
(Lepidoptera: Crambidae), o 1-Hexadecanol esteve presente na composicdo do feromonio
sexual reponsavel pela atracdo dos machos [103]. Em borboletas da espécie Tirumala formosa
(Godman, 1880) (Lepidoptera: Danainae) esse composto foi identificado nos extratos do
hairpencil dos machos [37]. Em fémeas de Heliothis virescens (Fabricius, 1781) (Lepidoptera:
Noctuidae) o 1-Hexadecanol compdem a mistura de feromdnios presente no extrato da
glandula, responsavel pela resposta atrativa dos machos, e nos machos da mesma espécie esse
composto foi identificado no hairpencil, sendo liberado quando esses sdo estimulados pela
fémea [102, 103].

O composto 1-Hexadecanol também foi relatado compondo a mistura do feromonio
sexual das fémeas de Helicoverpa armigera (Hubner, 1805) (Lepidoptera: Noctuidae) e
estimulou resposta eletrofisioldgica nas antenas dos machos coespecificos [104]. Os dois
ultimos picos presente nos extratos do ovipositor das fémeas de E. cyparissias foram
identificados como sendo os ésteres 9- Hexadecenoato de octadecila e Hexadecanoato de
octadecila, relatos na literatura para esses compostos em outras espécies de Lepidoptera ndo
foi encontrado.

1-Hexadecanol
Cariofileno

\zﬁ

Hexadecanoato de octadecila

Copaeno

9-Hexadecenoato de
octadecila

Figura 21. Estruturas dos compostos especificos das fémeas de E. cyparissias.
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Anélise de componentes principais (ACP) dos extratos de E. cyparissias

A andlise multivariada dos cromatogramas de ions totais de todos os extratos de
machos e fémeas de E. cyparissias (fig. 22) permitiu observar a uniformidade de compostos
dentre as repeticOes, e identificar quais extratos de machos e fémeas possuem composicdo
mais semelhante. As variaveis que contribuem com informacdo similar sdo agrupadas
proximas, isso significa que sdo variaveis correlacionadas, quando as varidveis séo
negativamente correlacionadas elas se posicionam em quadrantes diagonalmente opostos
[105].

Correto18Align.M1 (PCA-X) B Fan
Colored according to Obs ID (Obs. Sec. ID:1) | [
WA
1 MAP
407 @17 B mos
30 Bov
20—_ .2 .1
8
10 12
] .9. .16'7 ®
&0 3
+— ] 4 5
-10- @
-20 D0 @
,30_
_40
-50 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T L
-60 -40 -20 0 20 40
t[1]
([1] = 0,276 R2X[2] = 0,182 Ellipse: Hotelling's T2 (95%)

Figura 22. Analise de Componente Principal (ACP) dos extratos de machos e fémea de

E. cyparissias. FAA- extrato da asa anterior das fémeas, FAP- extrato da asa posterior das fémea, MAA-
extrato da asa anterior dos macho, MAP- extrato da asa posterior dos macho, MOS- extrato do 6rgdo sexual dos
machos. OVI- extrato do ovipositor das fémeas, PC1 responsavel por 27,21 % da variagdo, PC2 responsavel por
17,94% da variagéo.

A Analise de Componente Principal demonstrou que o agrupamento das variaveis
relacionadas aos extratos de diferentes partes do corpo das fémeas, esta mais proximo quando
comparado agrupamento das variaveis do macho. O ovipositor e as asas anterior e posterior

das fémeas apresentam uma maior correlacdo quando comparado aos extratos do macho.
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Sendo assim, diferentes partes do corpo das fémeas apresentam maior similaridade de
compostos.

Dentre os extratos do macho, as repeticbes da asa posterior (13, 14 e 15)
apresentaram uma maior uniformidade de compostos, pois estdo agrupadas proximas. Ja para
as amostras do 6rgdo sexual do macho, duas apresentaram melhor uniformidade (amostras 16
e 18), a amostra 17 ndo apresentou 0 mesmo padrdo de concentragdo das outras repeticoes.
Esse resultado pode estar relacionado a concentracdo maior de um ou mais compostos nesse
extrato, 0 que provoca o distanciamento da mesma.

Isso demonstra que as asas anterior e posterior dos machos de E. cyparissias
apresentam compostos bem diferentes dos compostos do 6rgdo sexual desses e, dos
compostos presentes nas partes do corpo das fémeas. A maioria das substancias identificadas
como especificas dos machos estd presente nas asas. As asas dos machos sdo responsaveis

pela maior diferenciacdo de compostos em E. cyparissias.
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Conclusodes

O presente estudo representou uma contribuicdo para as investigacdes a cerca dos
compostos presentes em E. cyparissias, uma importante praga para as principais palmeiras de
importancia econdmica no Brasil e em diversos paises da América do Sul. O estudo € inédito,
pois, até entdo ndo havia relatos na literatura de trabalhos com esse objetivo.

Além disso, 0 conhecimento das substéncias identificadas como especificas dos
machos e especificas das fémeas de E. cyparissias deverdo ser testadas em ensaios de EAG e
em campo e poderd servir de subsidio para 0 uso de semioquimicos no manejo integrado
dessa praga, método até entdo ndo utilizado. Os compostos aqui identificados, em sua maioria,
estdo relacionados a compostos ja identificados em espécies da ordem Lepidoptera, exercendo

atividade bioldgica como feromdnios ou aleloquimicos.
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Hexadecanoato de octadecila
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S5 Fig. Quantificacdo de compostos em comum nos diferentes extratos de machos e fémeas
de E. cyparissias (representados na tabela 3).

S5.1 Fig. Quantificacdo do composto 2-Octenal (IK 1055)

ANOVA

MZ=12.81; p=8.7854e-08
aled

2051 o 3

20+

196~

186

Log-intensity walue

175

165

1 — Extrato Ovipositor; 2 — Extrato fémea asa posterior; 3 — Extrato fémea asa anterior; 4
— Extrato macho asa posterior; 5 — Extrato macho asa anterior; 6 — Extrato macho 6rgdo
sexual. IK, Indice de Kovats.

S5.2 Fig.Quantificacdo do composto Tridecano (1K 1299).

ANOVA
MZ=17.745; p=8.964e-05
2 00

1956

185+

Log-intensity value

175 °©

16.5

1 — Extrato Ovipositor; 2 — Extrato fémea asa posterior; 3 — Extrato fémea asa anterior; 4
— Extrato macho asa posterior; 5 — Extrato macho asa anterior; 6 — Extrato macho 6rgéo
sexual. IK, Indice de Kovats.
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S5.3 Fig. Quantificacdo do composto 2-Dodecenal (IK 1464)

ANOVA
MZ=20 55; p=2.3175¢-08

%o

1 — Extrato Ovipositor; 2 — Extrato fémea asa posterior; 3 — Extrato fémea asa anterior; 4
— Extrato macho asa posterior; 5 — Extrato macho asa anterior; 6 — Extrato macho 6rgdo
sexual. IK, Indice de Kovats.

S5.4 Fig. Quantificacdo do composto Palmitato de Etila (IK 1990)

Kruskal-Wallis ANOVA

MZ=27.925; p=0.10721
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1 — Extrato Ovipositor; 2 — Extrato fémea asa posterior; 3 — Extrato fémea asa anterior; 4
— Extrato m,acho asa posterior; 5 — Extrato macho asa anterior; 6 — Extrato macho 6rgéo
sexual. IK, Indice de Kovats.



S5.5 Fig. Quantificacdo do composto Linoleato de Metila (1K 2093)

184
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T

16.8—

16.6—

16.4

Kruskal-Wallis ANOVA
MZ=29.17; p=0.15273

1 - 1 — Extrato Ovipositor; 2 — Extrato fémea asa posterior; 3 — Extrato fémea asa
anterior; 4 — Extrato macho asa posterior; 5 — Extrato macho asa anterior; 6 — Extrato
macho o6rgao sexual. 1K, Indice de Kovats.

S5.6 Fig. Quantificacdo do composto Oleato de Metila (IK 2099)
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1956

Log-intensity value
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o w
T T

=
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175

16.5

Kruskal-Wallis ANOVA
MZ=29 235; p=0.18887

1 — Extrato Ovipositor; 2 — Extrato fémea asa posterior; 3 — Extrato fémea asa anterior; 4
— Extrato macho asa posterior; 5 — Extrato macho asa anterior; 6 — Extrato macho 6rgédo

sexual. IK, indice de Kovats.
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S6 Fig. Quantificacdo dos compostos especificos de machos (Representados na tabela 4).

S6.1 Fig. Quantificacdo do composto 7,11-Hexadecadienal (IK 1787)

ANOVA
MZ=25.305; p=0.011521
205 —

— 1

20—

—4

]

— 6

195~

=]
T

Log-intensity value
=
o
T
L

=
T

WE— <

16.5

1 — Extrato Ovipositor; 2 — Extrato fémea asa posterior; 3 — Extrato fémea asa anterior; 4
— Extrato mlacho asa posterior; 5 — Extrato macho asa anterior; 6 — Extrato macho 6rgao
sexual. IK, Indice de Kovats.

S6.2 Fig. Quantificagdo do composto 7,11-Hexadecadien-1-ol (IK 1857)

ANOVA
MZ=26.22; p=1.2395¢-05
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1 — Extrato Ovipositor; 2 — Extrato fémea asa posterior; 3 — Extrato fémea asa anterior; 4
— Extrato macho asa posterior; 5 — Extrato macho asa anterior; 6 — Extrato macho 6rgéo
sexual. IK, Indice de Kovats.



S6.3 Fig. Quantificagcdo do composto Espringeno isdmero (1K 1921).

ANOVA
MZ=27.06; p=2.3043-06

1 — Extrato Ovipositor; 2 — Extrato fémea asa posterior; 3 — Extrato fémea asa anterior; 4
— Extrato macho asa posterior; 5 — Extrato macho asa anterior; 6 — Extrato macho 6rgdo

sexual. IK, indice de Kovats.

S6.4 Fig. Quantificacdo do composto Espringeno isémero (1K 1954).

ANOVA
MZ=2T 46, p=0.039255

1 — Extrato Ovipositor; 2 — Extrato fémea asa posterior; 3 — Extrato fémea asa anterior; 4
— Extrato macho asa posterior; 5 — Extrato macho asa anterior; 6 — Extrato macho 6rgéo

sexual. IK, indice de Kovats.
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S6.5 Fig. Quantificacdo do composto Espringeno isémero (IK 1971).

1 — Extrato Ovipositor; 2 — Extrato fémea asa posterior; 3 — Extrato fémea asa anterior; 4
— Extrato macho asa posterior; 5 — Extrato macho asa anterior; 6 — Extrato macho 6rgao
sexual. IK, Indice de Kovats.

S6.6 Fig. Quantificagdo do composto Geranil linalol (IK 2033).

1 — Extrato Ovipositor; 2 — Extrato fémea asa posterior; 3 — Extrato fémea asa anterior; 4
— Extrato macho asa posterior; 5 — Extrato macho asa anterior; 6 — Extrato macho drgao
sexual. IK, Indice de Kovats.
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S6.7 Fig. Quantificacdo do composto Geranil geraniol (IK 2196).

ANOVA
MZ=30 325 p=4 606e-07

Log-intensdy vaive

1 — Extrato Ovipositor; 2 — Extrato fémea asa posterior; 3 — Extrato fémea asa anterior; 4
— Extrato macho asa posterior; 5 — Extrato macho asa anterior; 6 — Extrato macho 6rgdo
sexual. IK, Indice de Kovats.

S6.8 Fig. Quantificacdo do composto Geranil geraniol isémero (IK 2219).

ANOVA
MZ=30.61; p=0.00062248
24—

211 *

Log-intensity value

18

1 — Extrato Ovipositor; 2 — Extrato fémea asa posterior; 3 — Extrato fémea asa anterior; 4
— Extrato m,acho asa posterior; 5 — Extrato macho asa anterior; 6 — Extrato macho 6rgéo
sexual. IK, Indice de Kovats.
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S7 Fig. Quantificacdo dos compostos especificos de fémeas (Representados na tabela 5).
S7.1 Fig. Quantificagdo do composto a-Copaeno (IK 1387).

ANOVA
M2=19.28. p=0.00010861

185}

Log-ntensit
°

..

165

1 — Extrato Ovipositor; 2 — Extrato fémea asa posterior; 3 — Extrato fémea asa anterior; 4
— Extrato macho asa posterior; 5 — Extrato macho asa anterior; 6 — Extrato macho 6rgdo
sexual. IK, Indice de Kovats.

S7.2 Fig. Quantificacdo do composto Trans-cariofileno (1K 1432)

ANOVA
MZ=20.065; p=2.3578e-10
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1 — Extrato Ovipositor; 2 — Extrato fémea asa posterior; 3 — Extrato fémea asa anterior; 4
— Extrato macho asa posterior; 5 — Extrato macho asa anterior; 6 — Extrato macho 6rgéo
sexual. IK, Indice de Kovats.



143

S7.3 Fig. Quantificagdo do composto 1-Hexadecanol (IK 1878)

ANOVA
MZ=26 51; p=5 1204e 05

I

e
.

1 — Extrato Ovipositor; 2 — Extrato fémea asa posterior; 3 — Extrato fémea asa anterior; 4
— Extrato macho asa posterior; 5 — Extrato macho asa anterior; 6 — Extrato macho 6rgdo
sexual. IK, Indice de Kovats.

S7.4 Fig. Quantificacdo do composto 9-Hexadecenoato de octadecila (IK 3357).

ANOVA
MZ=42135, p=0 0055561
us—

E)

n

Log-intensity value
L]

25

2

1 — Extrato Ovipositor; 2 — Extrato fémea asa posterior; 3 — Extrato fémea asa anterior; 4
— Extrato m,acho asa posterior; 5 — Extrato macho asa anterior; 6 — Extrato macho 6rgéo
sexual. IK, Indice de Kovats.
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S7.5 Fig. Quantificacdo do composto Hexadecanoato de octadecila (IK 3368).

ANOVA
MZ=44 395 p=0 003762
n2

28

26

% ° o =

1 — Extrato Ovipositor; 2 — Extrato fémea asa posterior; 3 — Extrato fémea asa anterior; 4
— Extrato macho asa posterior; 5 — Extrato macho asa anterior; 6 — Extrato macho 6rgdo
sexual. IK, Indice de Kovats.
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6 CONCLUSOES GERAIS E PERSPECTIVAS

As observacOes de campo dos adultos de Eupalamides cyparissias em plantios de
dendé no estado do Para demonstrou que os insetos sdo ativos durante horarios especificos
entre as 6:00h e 7:30h e entre as 18:30h e 19:30h, esse comportamento pode esta associado ao
momento de corte e acasalamento dessa espécie.

As observagdes em laboratdrio e em semi-condi¢es de campo permitiram identificar
comportamentos caracteristicos de corte em machos e fémeas. Os comportamentos exposi¢ao
do ovipositor, exposi¢cdo do ovipositor e bater das asas e movimentos abdominais para as
fémeas, e os comportamentos exposicdo de clasperes, caminhar batendo as asas, caminhada
orientada ao sexo oposto e antenacao para 0s machos.

A andlise histologica do ovipositor permitiu identificar células glandulares
localizadas préximas a cuticula na regido proximal dorsal. Cinco tipos de sensilas foram
identificadas nas antenas de machos e fémeas de E. cyparissias: tricoide, caética,
esquamiforme, coeloconica e auricilica, com maior nimero de sensilas tricdides nas antenas
de ambos os sexos.

Foram identificados cinco compostos especificos dos machos: 7,11-hexadecadienal,
7,11-hexadecadien-1-ol, espringeno, geranil linalol e geranil geraniol. Para as fémeas cinco
compostos foram exclusivos dessas: a-coapaeno, trans-cariofileno, 1-hexadecanol, 9-
hexadecenoato de octadecila e Hexadecanoato de octadecila.

As antenas das fémeas exibiram atividade antenografica para 0s seguintes
compostos: geranil geraniol, nonacosano e [-sitosterol, presentes nos extratos das asas
posterior dos machos.

Os estudos comportamentais, morfologico e quimico realizados nesse trabalho,
evidenciam que em E. cyparissias a comunicacdo entre machos e fémeas é mediada por
feroménios. A confirmagdo da bioatividade dos compostos aqui identificados, principalmente
0s compostos especificos de machos e os especificos de fémeas, poderd ser realizada
utilizando padrfes comerciais em ensaios de CG-EAG frente as antenas de ambos 0S Sexos.
Apds a confirmagdo dos compostos bioativos, tais substancias deverdo ser testadas para

avaliar a atratividade dos insetos em armadilhas de campo.
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