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RESUMO

Este trabalho objetivou avaliar o impacto das mudancas climaticas e o uso de
feromdnio sexual no manejo da Elasmopalpus lignosellus em &reas agricolas no Mato
Grosso. Os experimentos foram desenvolvidos na Universidade do Estado do Mato
Grosso e na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. Para as pesquisas de
mudancas climaticas foram utilizados dados de temperatura média e precipitacdo
disponibilizados pelo INMET. A influéncia das mudancas climaticas no
desenvolvimento da E. lignosellus foi estudada através da simulacdo do numero de
geracdes do inseto para os municipios de Sinop, Diamantino e Rondonépolis durante
0s anos de 2000 a 2011 entre os meses de outubro a dezembro. Posteriormente foi
estimado o numero de geracfes com o aumento da temperatura de 6,4°C previsto
pelo IPCC. Paralelamente fez-se a relagdo das médias de temperatura dos municipios
com a faixa otima de desenvolvimento do inseto (27-33°C). Inicialmente, nas
pesquisas com o feromoénio, realizou-se bioensaios para definir o pico de chamamento
das mariposas. Apos, extraiu-se as glandulas de feroménio de fémeas de 0 até 96
horas. Os extratos foram analisados através de cromatografia gasosa e
espectrometria de massa. Os testes em eletroantenografia (EAG e DEA) foram
realizados para conhecer as respostas eletrofisioldgicas das antenas de machos aos
compostos identificados. Para verificar a resposta dos machos ao feroménio, foram
feitos bioensaios em tunel de vento e olfatbmetro. Em seguida, foram testadas duas
misturas sintéticas do feromonio sexual em uma area de soja no municipio de Campo
Novo do Parecis-MT. A eletroantenografia pelo EAG foi estudada através do teste
Kruskal-Wallis e o0 experimento de campo pela anélise de deviance e do modelo linear
generalizado (MLG). A média do numero de geragcbes para Sinop, Diamantino e
Rondondpolis foi de 2,86, 3,07 e 3,18, respectivamente, durante os anos de 2000 a
2011. Com o aumento de 6,4°C Sinop, Diamantino e Rondondpolis passaram a ter
respectivamente 3,9, 4,17 e 4,27 geracdes/ano. O aumento de temperatura nestes
municipios podera favorecer o desenvolvimento de E. lignosellus, pois estara dentro
da faixa 6tima deste inseto. O melhor horério para extrair a glandula da E. lignosellus
€ na 92 hora da escotofase. Na glandula de feromdnio foram identificados os
compostos OH-1, OH-II, Ac-1, Ac-1l, Ac-lll. Os resultados da eletroantenografia por DEA
demonstram que as antenas responderam eletrofisiologicamente aos compostos: Ac-
[, Ac-1l. Ja o EAG demonstrou que as antenas reagiram aos compostos: Ac-l, Ac-ll,
Ac-lll, OH-II. Nos bioensaios em tunel de vento foi constatado que 70% dos machos
responderam a uma mistura composta por Ac-l e Ac-Il. No olfatbmetro os machos nao
responderam significativamente para nenhuma das misturas testadas. E no
experimento de campo a mistura feromonal 2 capturou 0 maior nimero de machos,
se comparada aos demais tratamentos. Os resultados deste trabalho indicam que o
aumento de 6,4°C na temperatura podera favorecer o desenvolvimento da E.
lignosellus em todos os municipios estudados e que a mistura feromonal 2 apresentou
potencial para atrair machos em campo.

Palavras Chave: Cromatografia, compostos feromonais, variaveis climaticas.
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ABSTRACT

This study aimed to assess the impact of climate change and the use of sex
pheromone in the management of Elasmopalpus lignosellus in agricultural areas of
Mato Grosso State. The experiments were conducted at the State University State of
Mato Grosso and Embrapa Genetic Resources and Biotechnology. Aiming to research
the climate changing were used temperature average and precipitation data provided
by INMET. The influence of climate changing in the development of E. lignosellus was
studied by simulating the number of insect generations from the cities of Sinop,
Diamantino and Rondondépolis, during the years of 2000 to 2011, during the months of
October to December. After that, the number of generations was estimated increasing
the temperature to 6.4 ° C, predicted by IPCC. At the same time, was possible to
observe a relationship with the optimum range of insect development (27-33°C).
Developing the research with the pheromone initially was held bioassays to set the
peak call moths. After, female pheromone glands were taken still up to 96 hours. The
extracts were analyzed by gas chromatography and mass spectrometry. Some tests
were conducted in electroantennography (EAG and DEA) to meet the
electrophysiological responses of antennae males the identified compounds. Checking
the response of males to pheromone, bioassays were made in the wind tunnel and
olfactometer. Furthermore, were tested two synthetic mixtures of sex pheromone in a
soybean area in Campo Novo do Parecis-MT. The electroantennography by EAG was
studied by Kruskal-Walllis test and field experiment was analyzed by deviance analysis
and generalized linear model (GLM). The average number of generations from the
cities of Sinop, Diamantino and Rondondpolis was 2,86, 3,07 and 3,18, respectively,
for the years 2000 to 2011. Observing the increase of 6.4 ° C, Sinop, Diamantino and
Rondondpolis would then have respectively 3.9, 4.17 and 4.27 generations/year. The
temperature increase in these municipalities will encourage the growth of E.
lignosellus, it will be in the optimum range of this insect. The best time to extract the E.
lignosellus gland is the 9" emergence time. There were identified in pheromone gland-
OH compounds |, OH 1l I-Ab, Ac-ll, lll-Ac. The results showed that DEA
electroantennography by the antennae respond to electrophysiological compounds:
Ab-I, Ab-Il. EAG already demonstrated that the antennae respond to the compounds:
Ab-1, Ab-11, 11l Ac-OH-Il. Bioassays wind tunnel was found that 70% of males responded
to a mixture composed of Ac-Ac-l and Il. Olfactometer males did not respond
significantly to any of the tested mixtures. In the field trial, the mixture pheromonal 2
captured the largest number of males compared to the other treatments. These results
indicate that the increase of 6.4 ° C in temperature will favor the development of E.
lignosellus in all municipalities studied and that the pheromonal mixture 2 has the
potential to attract males in the field.

Keywords: Chromatography, pheromonal compounds, climate variables.
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INTRODUCAO GERAL

Nos dultimos anos o estado de Mato Grosso exibe um crescimento
consideravel em sua economia, diferindo dos outros estados por apresentar o0 maior
Produto Interno Bruto (PIB) gracas ao desenvolvimento das suas atividades agricolas
(AZEVEDO; PASQUIS, 2007), destacando-se pela alta produtividade (FIGUEIREDO
et al., 2005)

Na década de 1970 este estado dispOs de algumas caracteristicas primordiais
para producéo de gréos, a incorporacao de terras virgens e a conversao da terra de
qualidade inferior em terra de qualidade superior, voltado para um sistema intensivo
de producgéo, utilizando grandes extensdes de terra para a monocultura, destacando-
se a producéo de soja (REZENDE, 2003).

A rapida expansdo dessa cultura agricola no estado de Mato Grosso
(CAMPOS, 2014) favoreceu o desenvolvimento de um verdadeiro complexo de
pragas, responsavel pela reducéo da producéo. Entre os insetos fitofagos prejudiciais
desta cultura, a lagarta Elasmopalpus lignosellus (Zeller, 1848) (Lepidoptera:
Pyralidae) reduz 20% das plantas do estande (HOFFMANN-CAMPO et al., 2000;
VIANA, 2004).

Em Mato Grosso o método de controle mais utilizado no combate dessa praga
sdo os inseticidas quimicos. Entretanto por ser uma praga de solo que durante o
ataque ficam abrigadas no interior da haste, isso impede seu contato com o produto,
tornando-o ineficiente. Ainda devido a essa caracteristica, muitas vezes as lagartas
sdo percebidas quando o dano econdémico ja ocorreu (VIANA, 2007; VIANA, 2004).
Assim o uso destes produtos torna-se cada vez maior, o que implica em uma producéo
agricola onerosa.

Além de elevar os custos de producdo o uso de inseticidas quimicos traz
diversos impactos negativos ao ambiente, como o desequilibrio dos
agroecossistemas, contaminacdo do solo (PORTILHO et al., 2014), das aguas
(DELLAMATRICE; MONTEIRO, 2014), do ar e ainda tem prejudicado a saude
humana (BELO et al. 2012; FERREIRA et al., 2014).

A E. lignosellus € uma praga que ataca a fase inicial da cultura da soja, entre
30 a 40 dias ap6s a germinacdo. E influenciada pelas variaveis climéaticas, e seu
aparecimento é favorecido por altas temperaturas, veranicos, periodos de estiagem
durante as chuvas de verao e baixa precipitacdo (VIANA, 2007; VIANA et al., 2000).
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Ocorre com maior frequéncia nos estados de Goids, Mato Grosso, Mato Grosso do
Sul e Minas Gerais, pois nessas areas é frequente a ocorréncia de veranicos
(NAKAYAMA, 1980).

Por ser uma praga altamente influenciada pela temperatura, estudos sobre os
impactos das mudancas climaticas no desenvolvimento da E. lignosellus séao
essenciais para auxiliar no monitoramento deste inseto.

Em raz&o do possivel aumento de 6,4°C na temperatura, previsto pelo IPCC
(2007) até o final deste século, poderdo ocorrer modificacbes na incidéncia e
severidade das pragas, favorecendo o seu desenvolvimento (GHINI; HAMADA, 2012).

Para estudos sobre os impactos das mudangas climéticas no
desenvolvimento de pragas séo utilizados modelos de graus-dias na previsdo do
namero de geracdes. As informacfes geradas nestes modelos fornecem subsidios
para um melhor entendimento da dindmica populacional dos insetos nos sistemas
agricolas, contribuindo para o planejamento e manejo destas pragas (MILANEZ, 2014;
MURRAY, 2008).

Estudos com a influéncia das mudancas climaticas no desenvolvimento de
pragas vém sendo realizados em vérias partes do mundo. No Brasil Moraes et al.
(2014) em pesquisas com mosca-negra-dos-citrus (Aleurocanthus woglumi Ashby),
verificou que o aumento de 5,8 °C na temperatura do ambiente ampliaria em até 50%
o numero de geracdes deste inseto no estado do Para entre os anos de 2030 e 2090.

Outra tecnologia que pode ser usada no manejo da E. lignosellus seria o
feromonio sexual. Na agricultura, estes feromonios podem ser usados em armadilhas
para 0 monitoramento da presenca e densidade populacional da praga, visando
determinar quando a populacdo do inseto-praga atingiu o nivel de controle. Esses
feromobnios também podem ser utilizados para o controle, através da captura massal
com altas densidades de armadilhas no campo, ou por meio do confundimento que é
a liberacdo de uma quantidade maior de feromonio sintético na area, para diminuir ou
impedir os insetos de localizar seu respectivo parceiro e assim evitar o acasalamento
(ZARBIN et al. 2009).

O feromonio faz parte de uma tatica do manejo integrado de pragas que
apresenta vantagens na sua utilizacédo, entre elas estéo a facilidade de utilizacao, a
especificidade, um menor impacto ambiental e a preservagédo dos inimigos naturais
(WITZGALL, 2001; MILLAR, 2005).
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Em campo, para que uma mistura feromonal seja utilizada de forma eficiente
€ essencial uma série de pesquisas. Inicialmente sdo necessarios estudos
comportamentais para definir o melhor horario para a extragcdo das glandulas do
feromonio. A identificacdo dos compostos pode ser realizada através da técnica de
cromatografia e espectometria de massas. Posteriormente testes em tunel de vento e
olfatbmetro sdo essenciais para a compreensao do comportamento do inseto frente
ao estimulo quimico, permitindo avaliar a viabilidade do uso destes semioquimicos em
campo (TRIGO et al., 2000).

No Brasil, j& existem registrados o feromonio sexual para algumas espécies
de lepidopteros, como Pectinophora gossypiella (Lepidoptera: Gelechiidae), Tuta
absoluta (Lepidoptera: Gelechiidae), Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae),
Ephestia cautela (Lepidoptera: Phycitidae), Phyllocnistis citrella (Lepidoptera:
Gracillariidae), Ephestia elutella (Lepidoptera, Pyralidae), Plodia interpunctella
(Lepidoptera, Pyralidae), e Grapholita molesta (Lepidoptera: Olethreutidae (ZARBIN
et al., 2009),

Para o Brasil ainda é desconhecido uma formulacédo de feromonio sexual para
atracdo dos machos da E. lignosellus em campo. Portanto, pesquisas que busquem
identificar o feromonio de populacdes locais e testes em campo sdo essenciais para
viabilizar uma formulacao eficiente para uso.

As pesquisas sobre o0s impactos das mudancas climaticas no
desenvolvimento da E. lignosellus e o uso do feromdénio sexual sdo ferramentas
promissoras para o manejo eficiente desta praga em campo.

Desta forma, a pesquisa estd dividida em dois artigos, o primeiro artigo
intitulado “Impactos potenciais das mudancas climaticas no desenvolvimento de
Elasmopalpus lignosellus (Zeller, 1848) (Lepidoptera: Pyralidae) em areas agricolas
no estado de Mato Grosso” com o objetivo de avaliar o impacto das mudangas
climaticas no desenvolvimento de E. lignosellus nos municipios de Rondondpolis,
Diamantino e Sinop.

O segundo artigo com o titulo “Feromdnio sexual: tecnologia promissora para
o manejo de Elasmopalpus lignosellus (Zeller, 1848) (Lepidoptera: Pyralidae) em
campo” objetivou identificar os possiveis compostos feromonais de E. lignosellus e

avaliar em campo a sua eficiéncia no monitoramento desta praga.
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Resumo - Este trabalho objetivou avaliar o impacto das mudancas climéticas no
desenvolvimento de E. lignosellus, utilizando dados de temperatura média do ar e
precipitagdo disponibilizados pelo INMET. Para isto realizou-se a simulagdo do
namero de geracdes do inseto para os municipios de Sinop, Diamantino e
Rondondpolis, durante os anos de 2000 a 2011 entre os meses de outubro a
dezembro. Posteriormente foi estimado o numero de geracdes segundo o0 acréscimo
de 6,4°C previsto pelo IPCC. Paralelamente fez-se a relacdo da temperatura média
de cada municipio, com a faixa 6tima (27-33°C) de desenvolvimento do inseto, além
de quantificar o nimero de dias secos e chuvosos para relacionar a ocorréncia de
veranicos. A média do numero de geracdes foi de 2,86, 3,07 e 3,18, para Sinop,
Diamantino e Rondondpolis, respectivamente. Com o acréscimo de 6,4°C, estes
passarao ater 3,9, 4,17 e 4,27 gerac6es. A média do numero de dias secos foi maior
para Rondondpolis, com 71,08, portanto este possui maior possibilidade de ocorréncia
de veranico. Estes resultados indicam que o acréscimo na temperatura dos
municipios, favorecera o desenvolvimento da E. lignosellus com o aumentando do
namero de geracoes.

Termos para indexacao: temperatura, graus-dias, faixa otima.
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Potential impacts of climate change in developing Lesser cornstalk borer in
Mato Grosso

Abstract - The objective of this study was to evaluate the impact of climate changing
in developing E. lignosellus. For this work air temperature data were used and
precipitation provided by INMET. Evaluating the influence of climate changing in the
development of E. lignosellus, was made the simulation of the insect generations
number to municipalities during the years of 2000 to 2011 between october and
december of each year. It was a period that coincides with soybean planting in the
state, later the number of generations, for each site, was estimated to increase 6.4 °C,
temperature predicted by the IPCC. At the same time, was possible to observe a
relationship with the optimum range of insect development (27-33°C) and quantified
the dry and wet days number to a relationship with the occurrence of dry spells. It was
considered day dry precipitation values less than or equal to 5.0 mm and rainy
precipitation less than 5.1 mm. The average number of generations was 2.86, 3.07 and
3.18, respectively from the cities of Sinop, Diamantino and Rondondépolis. Observing
the increase of 6.4 °C, Sinop, Diamantino and Rondondpolis would have respectively
3.9, 4.17 and 4.27, and number of generations would show ideal temperature average
for the development of pest, according to 27-33°C range, however these last two
municipalities in the upper end of this range with 33 °C. The average number of dry
days for Sinop, Diamantino and Rondonépolis was 62.16, 62.41 and 71.08
respectively. These results indicate that the 6.4 °C increase in temperature will favor
the development of E. lignosellus with an increased number of generations, and the
temperature of the cities within the optimum range of insect development.

Index terms: temperature, degree-days, optimum range.

Introducéao
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Elasmopalpus lignosellus (Zeller, 1848) (Lepidoptera: Pyralidae) € uma praga
polifaga que, no estado de Mato Grosso, ataca principalmente a cultura da soja, 30 a
40 dias apds a germinacdo (Quintela & Silva, 2007). A faixa o6tima para o
desenvolvimento desta praga esta entre 27 a 33°C (Sandhu et al., 2010a).

Ocorre em quase todas as regifes produtoras de grédos, porém com maior
frequéncia no Cerrado brasileiro, nos estados de Goias, Minas Gerais, Mato Grosso e
Mato Grosso do Sul em razdo da constante ocorréncia de veranicos
(Nakayama,1980).

Por ser uma praga altamente influenciada pela temperatura, estudos sobre os
impactos das mudancas climaticas no desenvolvimento da E. lignosellus séo
essenciais para auxiliar no monitoramento desta praga, pois segundo Parry et al.
(1990), com o aquecimento global havera um aumento na taxa de desenvolvimento
dos insetos de forma geral, aumentando o numero de geracbes e densidade
populacional das pragas, além de influenciar na distribuicdo geogréafica de algumas
espécies.

Segundo Ghini & Hamada (2012) o ambiente determina a ocorréncia de
pragas e uma possivel alteracdo na temperatura pode causar modificacdes na
incidéncia do inseto, favorecendo ou n&o o seu desenvolvimento.

Para estudos sobre os impactos das mudancas climaticas no
desenvolvimento de pragas séo utilizados modelos de graus-dias para previsao do
namero de geracdes do inseto. Segundo Cividanes & Figueiredo (1997) estes
modelos sdo utilizados na agricultura em programas de manejo, orientando a época
mais adequada para a implementacdo das medidas de controle.

Pellegrino et al. (2011), em seu trabalho, sobre os impactos das mudancas
climaticas na agricultura do Brasil, destacam que as alterac6es de temperatura na
atmosfera afetara a dindmica populacional das pragas, podendo favorecer ou
prejudicar o desenvolvimento.

Ainda ha pouco conhecimento sobre os impactos das mudancas climaticas no
desenvolvimento dos insetos-pragas, no entanto, estes estudos tornam-se cada vez
mais necessarios. As informacdes geradas a partir destas pesquisas poderdo auxiliar
no monitoramento e controle da E. lignosellus em municipios produtores de soja no
estado do Mato Grosso, indicando a época e o local mais propicio ao seu

desenvolvimento.
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Diante disto, este artigo teve como objetivo avaliar o impacto das mudancas
climaticas no desenvolvimento de E. lignosellus nos municipios de Sinop, Diamantino

e Rondonopolis.

Material e Métodos

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Meteorologia, localizado no
Centro de Pesquisas Agro-Ambientais CPEDA, na Universidade do Estado de Mato
Grosso — UNEMAT, campus de Tangara da Serra.

Os dados diarios de temperatura média do ar e precipitacdo pluviométrica
foram obtidos das estacfes do Instituto Nacional de Meteorologia (INMET) dos
municipios de Sinop, Diamantino e Rondondpolis, localizados no estado de Mato
Grosso. As seéries temporais utilizadas foram de 12 anos para todos os locais
estudados, compreendendo de 2000 a 2011, entre os meses de outubro a dezembro,
periodo que coincide com o plantio da soja no Estado.

Para o célculo de soma térmica (graus-dia) foram utilizados os valores de
temperatura média e temperatura base do inseto (Tb), que € 9,3 °C, e como referencial
os valores de 543,48 graus dias (GDA) necessarios para o inseto completar uma
geracdo em condi¢cdes de laboratério (Sandhu et al.,, 2010b), segundo a seguinte
formula:

GD = Tmed - Thase

Foram simulados, para cada municipio, 0 numero de geracdes do inseto para
0os anos de 2000 a 2011. Posteriormente aos valores de Tmed foram somados
diariamente 6,4 °C, simulando o aquecimento do ar com a elevacdo de temperatura,
previsto para ocorrer até o final do século XXI, em consequéncia de mudancas
climéticas globais (IPCC, 2007). Os novos valores de Tmed foram aplicados a
equacado GD para a simulacdo do numero de geracdes.

A quantificacdo do numero de dias secos e chuvosos, para a relagdo com a
ocorréncia de veranicos, foi realizada com base na metodologia proposta por Sans e
Santana (2002), sendo considerados como secos 0s dias em que a precipitacéo for
igual ou inferior a 5 mm, e chuvosos quando a precipitacéo for igual ou superior a 5,1
mm. Para verificar a influéncia da temperatura média, no nimero de geracdes para
cada municipio, foi feito uma analise de correlagdo usando o software estatistico R-
CoreTeam (2014).
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Resultados e Discussao

Nas condicbes de temperatura apresentadas durante os anos de 2000 a 2011
a E. lignosellus atingiu uma média de 2,86, 3,07, 3,18 geracdes respectivamente para
Sinop, Diamantino e Rondondpolis (Tabela 1).

A média geral de temperatura foi superior para Rondonépolis e Diamantino do
que para Sinop em funcédo da temperatura mais elevada nos dois primeiros locais
(Figura 1). Segundo Murray (2008), para insetos de forma geral, o aumento da
temperatura do ar influencia no seu desenvolvimento com o acréscimo na taxa
reproducéo e a aceleracado do ciclo de vida, consequentemente ampliando o nimero
de geracoes.

Essa variacdo no numero de geracdes em funcéo da temperatura também foi
observada por Bavaresco et al. (2005), nos estudos com H. andremona (Lepidoptera:
Noctuidae), em diferentes regiées produtoras de caqui no Brasil, corroborando com
os dados deste trabalho, em que constatou-se maior nimero de geracdes anuais em
Jundiai (SP) 7,1, do que para Vacaria (RS) 2,9, em razdo da média anual ser mais
elevada no primeiro local.
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Rondonopolis em relacdo a faixa 6tima para o desenvolvimento de E. lignosellus.

A influéncia da temperatura no desenvolvimento da E. lignosellus, destacado

neste trabalho, foi verificado também por Mack et al. (1987) em estudos com modelo
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matematico sobre a dindmica populacional do inseto, constatando que a temperatura
do ar atua decisivamente no desenvolvimento da E. lignosellus influenciando seu
namero de geracoes.

Rondonopolis e Diamantino, durante os anos estudados, foram os locais que
mais favoreceram o desenvolvimento e reproducdo da E. lignosellus, pois a
temperatura média nestes municipios estavam enquadradas na faixa 6tima de
desenvolvimento da praga, entre 27-33°C (Sandhu et al., 2010a) na maioria dos anos
estudados (Figura 1). Essa faixa, segundo Viana (2007), € ideal para o acasalamento
e oviposicao do inseto, nestas condic¢des, as fémeas expressam seu maximo potencial
reprodutivo. Dessa forma, Rondonépolis e Diamantino possivelmente tiveram uma
maior densidade populacional do inseto durante os anos estudados e, como
consequéncia, mais prejuizos ocasionados pela praga.

No municipio de Sinop os valores de temperatura ficaram abaixo da faixa
otima de desenvolvimento do inseto (Figura 1), indicando que nesse municipio a E.
lignosellus ndo expressou seu maximo potencial reprodutivo.

O incremento de 6,4°C na temperatura média dos municipios estudados
acarretard reducdo do ciclo de vida e aumento do numero de geracdo de E.
lignosellus. Desta forma, Sinop, Diamantino e Rondondpolis passariam a ter 3,9, 4,17
e 4,27 geracoes, respectivamente, durante os meses que compreendem o plantio da

soja (Figura 2).
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Figura 2. Temperatura média nos municipios de Sinop, Diamantino e Rondondpolis
para o final do século XXI, com 0 aumento previsto de 6,4°C.
Assim como verificado neste trabalho, Moares et al., (2014), estudando a

influéncia das mudancas climaticas no desenvolvimento de Euschistus heros
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constatou que as potenciais mudancas do cenéario A2 e B1, projetado pelo IPCC
(2007) ir4 favorecer o estabelecimento e desenvolvimento deste inseto.

Para Leucoptera coffeella foi constatado que as mudancas de temperatura
também influenciam no desenvolvimento desta praga, pois um possivel aumento da
temperatura do planeta, previsto pelo IPCC (2007) de 4°C até 2100, acarretara um
aumento da classe de 1,5 a 2,0 geracfes mensais de L. coffeella (Marcal, 2012).

Um aumento de 5,8°C na temperatura do ar segundo o relatério do IPCC, para
S. frugiperda, aumentara de 9 a 14 gera¢cGes/ano desta praga no estado Rio Grande
do Sul (Afonso et al., 2009).

Apesar de cada local ter avancado basicamente uma geracgéao, este acréscimo
na temperatura indica, principalmente, que 0s municipios passardo a se enquadrar
dentro da faixa 6tima de desenvolvimento do inseto. Como consequéncia havera o
aumento na taxa reprodutiva da praga, acréscimo no numero de ovos e maior
fertilidade, o que eleva a densidade populacional do inseto (Sandhu et al. 2010a),
portanto as areas de producdo de soja no estado de Mato Grosso poderdo ser
amplamente afetadas pelo ataque desta praga.

O acréscimo de temperatura ira influenciar a dinamica populacional da E.
lignosellus, pois segundo Parry et al. (1990) os insetos de forma geral, serdo
favorecidos com o aumento da temperatura, produzindo um maior nimero de
geracdes por ano, e ainda o estabelecimento mais cedo das populacdes de pragas.

O impacto da mudanca climatica no desenvolvimento de pragas € uma
guestao crescente que vem despertando o interesse em pesquisadores no mundo
todo.

A analise de correlacdo demonstrou que a temperatura média do ar,
apresentada pelos municipios durante os anos deste estudo, influenciou
positivamente o0 numero de geracbes da E. lignosellus, com um coeficiente de
correlacdo equivalente a 0,99 para Sinop (p=0,007), 0,90 para Diamantino (p<0,05) e
0,83 para Rondonopolis (p<0,05).

Além da temperatura, outros fatores podem afetar a evolugao populacional da
E. lignosellus, tais como a precipitacdo e os periodos de estiagem (Andrade, 2013).
Desse modo, foram contabilizados o numero de dias secos e dias chuvosos, e
verificou-se que a média do numero de dias chuvosos foi maior em Sinop com 29,50
e Diamantino com 29,25 dias, ja Rondondpolis a média de dias chuvosos foi inferior,

apresentando 20,91 dias (Tabela 2).
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Diamantino e Sinop apresentaram aproximadamente 32,4% de dias
chuvosos, ja Rondondpolis apresentou 23,5% dos dias com chuva. Dependendo da
distribuicdo destas chuvas, durante o periodo de estudo, o municipio de Rondondpolis
apresenta caracteristicas para um maior nimero de veranicos, 0 que proporcionara
melhores condi¢cdes de desenvolvimento da E. lignosellus, ja que esta € uma praga
que tém sua ocorréncia condicionada por periodos de estiagem (Viana, 2007).

Em contrapartida, em Rondondpolis o numero de dias secos foi maior, 71,08
(Tabela 2), apresentando maior possibilidade da ocorréncia de veranicos e
consequentemente favorecendo o desenvolvimento da E. lignosellus (Viana, 2007).

Apesar dos estudos sobre os impactos das mudancas climaticas no
desenvolvimento de pragas, pouco se conhece sobre a influéncia destas mudancas
na faixa 6tima de desenvolvimento dos insetos. Muitas vezes apesar das simulacdes
mostrarem aumento no niumero de gerac¢des, um potencial acréscimo de temperatura
pode ser deletério para algumas espécies, com a diminuicdo na taxa reprodutiva e
controle natural das pragas.

O aumento de 6,4°C até o final do século, para a E. lignosellus, favorecera o
desenvolvimento desta praga, porém se a temperatura continuar subindo nos
proximos anos podera diminuir a incidéncia da praga nos municipios estudados, visto
que temperaturas superiores a 33°C poderao afetar tanto a reproducédo quanto a
viabilidade dos ovos (Sandhu et al. 2010a; Andrade 2013).

Conclusdes

O acréscimo de 6,4°C na temperatura média do ar, nas regiées em estudo,
até o final deste século proporcionara condicbes térmicas na faixa ideal de
desenvolvimento da E. lignosellus, uma vez que todos os municipios estudados
apresentardo temperatura média dentro da faixa 6tima de desenvolvimento do inseto
e proporcionara também um aumento no numero de geracdes em todos os locais
estudados. As chuvas no municipio de Rondondpolis apresentam caracteristicas de
um maior nimero de veranicos, proporcionando melhores condicdes de ocorréncia e

desenvolvimento E. lignosellus.
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Tabela 1. Numero provavel de geracfes anuais de E. lignosellus, considerando uma

temperatura base de 9,3°C e 543,48 graus-dia para completar um ciclo de vida.

Ano Sinop Diamantino Rondonoépolis
2000 2,83 2,70 3,20
2001 2,82 3,01 3,22
2002 2,93 3,06 3,22
2003 2,83 3,11 2,87
2004 2,88 3,09 3,24
2005 2,89 3,10 3,18
2006 2,86 3,17 3,15
2007 2,90 3,13 3,24
2008 2,87 3,19 3,23
2009 2,90 3,21 3,22
2010 2,94 3,05 3,13
2011 2,61 3,07 3,31
Média 2,86 3,07 3,18
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Tabela 2. NUmero de dias secos e chuvosos para os municipios de Sinop, Diamantino
e Rondondpolis.

AN Diamantino Sinop Rondonépolis
Agricola Dias Dias Dias Dias Dias Dias
Secos Chuvosos  Secos Chuvosos Secos Chuvosos
2000 63 29 63 29 79 13
2001 61 31 61 31 72 20
2002 58 34 55 37 74 18
2003 56 36 65 27 66 26
2004 64 28 62 30 70 22
2005 62 30 61 31 68 24
2006 61 31 61 31 73 19
2007 61 31 61 31 66 26
2008 57 35 61 31 70 22
2009 69 23 69 23 63 29
2010 70 22 70 22 76 16
2011 64 28 60 32 76 16

Média 62,16 29,5 62,41 29,25 71,08 20,91
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Os nomes dos compostos e as propor¢cdes das misturas para captura de
machos de E. lignosellus ndo serdo apresentados, pois este trabalho foi

encaminhado para o pedido de patente.

Resumo - Esta pesquisa buscou identificar o feroménio sexual da E. lignosellus e
avaliar em campo a sua eficiéncia no monitoramento desta praga. Os compostos
foram identificados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas.
Posteriormente, foram realizados testes em eletroantenografia, tinel de vento e em
olfatbmetro para verificar as respostas das antenas e dos machos as misturas. O
experimento a campo para testar duas misturas sintéticas do feroménio sexual de E.
lignosellus foi realizado em area comercial de soja, com delineamento aleatorizado.
Para isso utilizou-se os tratamentos: mistura 1, mistura 2, fémeas virgens e hexano. A
melhor hora para a extragdo do feromdnio sexual € a 92 hora. Foram identificados os
seguintes compostos feromonais na espécie: OH-II, OH-II, Ac-l, Ac-Il, Ac-lll. Na
eletroantenografia por DEA as antenas responderam aos compostos: Ac-l, Ac-1l. Ja
no EAG as antenas responderam a quatro compostos. Nos bioensaios em tunel de
vento, 70% dos machos responderam a mistura sintética OH-Il e Ac-lll. Em
olfatometria os machos responderam apenas a fémeas virgens em chamamento. Em
campo a mistura feromonal 2 atraiu, significativamente, maior nimero de machos
guando comparado aos demais tratamentos. Estes resultados indicam que esta
mistura pode ser utilizada no monitoramento de E. lignosellus em campo.

Termos para indexagcdo: Composto feromonal, eletroantenografia, armadilhas.
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Sex pheromone: promising technology for the management Lesser cornstalk
borer (Lepidoptera: Pyralidae) in field

Abstract - This research aimed to identify the sex pheromone of E. lignosellus and
evaluate their efficiency in field monitoring this pest. Initially it was held call bioassay,
to verify the best time of extraction of the pheromone glands. After extraction of the
glands, the pheromonal compounds were identified by gas chromatography coupled
to mass spectrometry. Subsequently, tests were conducted in electroantennography
(EAG and DEA) to meet the biological activity of the antennae male identified
compounds. Wind tunnel tests were performed and olfactometer to verify the
responses of males pheromonal mixtures. The field experiment to test two synthetic
mixtures of E. lignosellus sex pheromone was performed in a commercial area of
soybeans in completely randomized design. Aiming to perform it, were used four
treatments: 1 mixture, blend 2, virgin females and hexane. It was observed that the
best time to extract the pheromone glands E. lignosellus is the 9" time of emergence.
At this moment, five compounds of the sex pheromone of this species were identified:
OH-II OH-II, Ac-l, 1I-Ac, Ac-lll. The results show that DEA electroantennography by the
antennae respond to electrophysiological compounds: Ab-l, Ab-ll. EAG already
demonstrated that the antennae responded significantly to the compounds: Ab-I, Ab-
I, 111 Ac-OH-II. Through bioassays tunnel, 70% of males responded to synthetic mixture
Ac-Ac-l and Il. In olfactometry males responded significantly only in virgin females. In
the field experiment, it was observed that the pheromonal mixture 2 significantly
attracted a greater number of males compared to the other treatments. These results
indicated that the pheromonal mixture 2 has the potential to be used in the monitoring
of E. lignosellus field.

Index terms : pheromonal compound electroantennography traps.
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Introducéo

A Elasmopalpus lignosellus (Zeller, 1848) (Lepidoptera: Pyralidae) € uma
praga polifaga, registrada em mais de 60 espécies vegetais, algumas de importancia
econbmica, como a soja, milho, algoddo, sorgo, arroz e cana-de-acucar. No Brasil
pode ser encontrada na maioria das regides produtoras de graos, apresentando maior
frequéncia no cerrado brasileiro (Viana, 2004).

O comportamento biolégico da E. lignosellus tém dificultado seu controle, pois
durante o ataque ao hospedeiro, as lagartas ficam protegidas no interior da haste da
planta alimentando-se dos tecidos, o que impossibilita contato com o produto. Essa
caracteristica tem obstruido seu monitoramento, pois muitas vezes as lagartas sao
percebidas apenas quando o dano econdmico ja ocorreu (Viana, 2004). Por essa
razdo, metodos alternativos estdo sendo estudados para o desenvolvimento de um
sistema seguro do manejo desta praga em campo, incluindo o uso do feromonio
sexual.

O uso de armadilhas com feroménio, para a E. lignosellus, € uma tecnologia
promissora no monitoramento de populacées de adultos (Pires et al. 1992; Viana,
2011) permite estimar a densidade populacional e auxilia na tomada de decisao sobre
0 manejo desta praga (Baker,1989).

Por ser especifico o feroménio ndo € prejudicial ao ambiente e ainda contribui
para a diminui¢cdo do uso de inseticidas por estimar o momento ideal em que a praga
esta ocorrendo na lavoura (Sosa-Gomez et al., 2001).

O feromonio sexual deste inseto foi isolado e identificado pela primeira vez
em 1984 em Tifton, nos Estados Unidos. Foram identificados dez compostos
presentes nas glandulas das fémeas, sendo estes: acetato de tetradecila, (Z)-9-
hexadecenila, acetato hexadecila, (Z)-7-tetradecenol (Z)-9-hexadecenol, (Z)-11-
hexadecenol, acetato de (Z)-7-tetradecenila, acetato de (Z)-9-tetradecenila, acetato
de (2)-9-tetradecenol e acetato de (Z)-11-hexadecenila (Lynch et al. 1984).

A mistura destes quatro ultimos compostos foi responsavel pela atracéo de
machos no campo em Tifton, Estados Unidos (Lynch et al., 1984). Assim esta mistura
passou a ser utilizada no monitoramento da E. lignosellus no México (Funderburk et
al. 1985) e na Fldrida (Loera & Lynch, 1987).

Entretanto, quando testada no Brasil, a mistura n&o atraiu os machos desta
espécie (Pires et al., 1992). A partir de entdo foram desenvolvidas pesquisas com

duas populacdes de E. lignosellus, uma em Minas Gerais e outra em Goias, 0S
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estudos mostraram que a mistura feromonal das popula¢gdes eram diferentes entre si
e entre a populacdo americana de E. lignosellus. Foram encontrados os seguintes
compostos na populagédo de Goias: acetato de (E)-8-hexadecenila ou acetato de (E)-
9-hexadecenila, acetato de (Z)-9-hexadecenila e acetato (Z)-11-hexadecenila e em
Minas Gerais: acetato de hexadecenila, acetato (E)-8-hexadecenila ou (E)-9-
hexadecenila, (Z)-9-tetradecenila e (Z)-11-hexadecenila (Jham et al., 2005, 2007).
Pelo exposto, ainda ndo se conhece uma mistura feromonal eficiente na
atracdo dos machos em campo para populacdes brasileiras, desta forma, estudos que
visem refinar e confirmar o feroménio sexual de E. lignosellus sdo necessarios para
desenvolver uma mistura feromonal sintética eficiente para uso comercial. Diante
desse contexto, esta pesquisa prop0s identificar o feromonio sexual da E. lignosellus

e avaliar em campo a sua eficiéncia no monitoramento da praga.
Material e Métodos

Os trabalhos referentes a criacdo de E. lignosellus, bioensaios de
chamamento e olfatometria foram desenvolvidos no Centro de Pesquisa, Ensino e
Desenvolvimento Agro-ambiental (CPEDA) no laboratério de Entomologia da
Universidade do Estado de Mato Grosso (UNEMAT), campus de Tangara da Serra. A
extragdo e identificagdo do feromonio foram realizadas no Laboratério de
Semioquimicos da Embrapa Recursos Genéticos e  Biotecnologia,
CENARGEN/Brasilia. O experimento de campo foi conduzido na Fazenda Chapada
situada a margem da Rodovia MT 235, Km 32, no municipio de Campo Novo do
Parecis, Estado de Mato Grosso, entre as coordenadas geograficas 13°47°28.62"LS e
57°33'21.86°LO

Obtencao e Criacao de E. lignosellus

Os ovos de E. lignosellus foram adquiridos de uma empresa especializada em
criacao de insetos, com origem da populacao inicial nas lavouras de soja do estado
do Parané.

Todas as fases da E. lignosellus foram mantidas em estufa do tipo BOD a
27+2°C e umidade relativa (UR) de 70+10%. As lagartas, apdés a eclosdo, eram
mantidas por dez dias em um recipiente plastico de 145mL, contendo a dieta artificial,
a base de feijao e vitaminas (Greene et al. 1976) e uma fina camada de vermiculita,
previamente esterilizada em estufa a 120°C, por 30 min (Meneguim et al. 1997).

Posteriormente, as lagartas foram individualizadas em copos plasticos de 50mL,
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tampados com papel aluminio, contendo a mesma dieta e vermiculita, e
permaneceram até atingirem a fase de pupa.

Neste estagio os insetos foram sexados com o auxilio de lupa, com base nas
diferencas da porcdo final do abdémen (Stone, 1968). Em seguida, foram
acondicionadas separadamente em recipientes plasticos revestidos com papel toalha
até os adultos emergirem.

Apoés emergir, as mariposas foram colocadas em gaiola cilindrica de PVC (10
cm x 20 cm), dois casais por gaiola, revestidas internamente com papel toalha como
substrato de oviposicdo e a abertura superior fechada com tecido tipo voil, preso por
um elastico e, na extremidade inferior, por uma placa de Petri, contendo papel filtro e
um recipiente com algodao umedecido em solucdo de mel a 10% e o outro com agua,
0S quais eram trocados trés vezes por semana.

Os adultos destinados aos experimentos foram criados separadamente, por
idade e sexo, em potes plasticos (17cm x 14cm didmetro), contendo solugédo de mel a
10%, ciclo de fotoperiodo invertido (10L:14E) em estufa do tipo BOD com temperatura
de 27+1°C e umidade relativa (UR) de 70+10%.

Bioensaio para avaliar o periodo de chamamento

A conducdo deste bioensaio foi adaptado a partir da metodologia ja descrita
na literatura (Pires et al. 1994). Foram separadas 104 fémeas em estagio de pupa, e
mantidas individualmente em copos plasticos transparentes, em ambiente a 27+1°C,
umidade relativa (UR) de 70+10% e fotoperiodo de 14L:10E, ciclo invertido. Desde
emergéncia até a morte, as fémeas foram observadas a cada 5 minutos, durante a
escotofase, com o auxilio de uma lanterna coberta com 4 camadas de papel celofane
vermelho.

O chamamento de E. lignosellus foi avaliado ao longo de seis dias e
caracterizado pelas fémeas que apresentavam abddmen curvado e ovipositor
estendido. Se a fémea estava chamando somente em uma observacao considerou-
se que a chamada durou 5 minutos. Entretanto, se a fémea estivesse em posicao de
chamamento durante duas observacbes consecutivas anota-se que ela estava
chamando por 10 minutos e assim sucessivamente. Foram avaliadas as seguintes
variaveis: inicio, duracéo, pico do chamamento e a influéncia da idade das mariposas

no chamamento.



38

Extracdo das glandulas e analise quimica

O abdbmen das mariposas foi levemente pressionado, para excisdo das
glandulas, até a extrusdo dos segmentos terminais onde localiza-se a glandula de
feromonio. Apos a excisdo, as glandulas foram imersas em vials de 2mL contendo
500uL de hexano destilado para a extracdo dos compostos. Apdés 30 minutos, a
suspensao foi filtrada em |& de vidro e empacotada em uma pipeta de Pasteur, para
remocado dos residuos solidos. Cabe ressaltar que todos os extratos foram
armazenados a -20 °C até o uso.

Para este procedimento foram utilizadas fémeas virgens, em chamamento
com idade de até 72 horas, e adquiridos 20 extratos contendo entre uma a cinco
glandulas cada um.

Para quantificar os compostos feromonais, presentes nos extratos das
glandulas das fémeas, foram submetidos a anélise por cromatografia gasosa acoplada
a um detector de ionizacao de chamas (CG-FID) (Shimadzu - 17A, Téquio, Japéo) e
injetado manualmente 2uL de cada amostra no modo splitless. A analise foi
conduzida, utilizando o Hélio como gas de arraste, em uma coluna capilar apolar DBS-
5MS (30m x diametro interno 0,25mm x espessura do filme 0,25um, Agilent
Technologies, USA).

O programa de temperatura utilizado foi de 50°C por 2 minutos com um
aumento gradual de 5°C/min até 180°C (0.1 min), seguido de um segundo aumento
gradual de 10°C/min até 250°C (20 min). A temperatura do detector foi de 270°C e do
injetor de 250°C, a propor¢do entre os componentes foi calculada através das areas
dos picos obtidas no cromatograma.

Para a analise qualitativa dos compostos, 0s extratos selecionados foram
explorados por cromatografia gasosa (Agilent 5975MSD) acoplada a um
espectrometro de massas, equipado com analisador quadrupolar (CG-MS)
(5975MSD-Agilent, USA). Foram injetados manualmente 2uL de cada extrato em
modo splitless usando o Hélio como gas de arraste. A ionizacdo conduzida foi por
impacto de elétrons (70 e V, temperatura da fonte de ions 150°C). O programa de
temperatura e a coluna foram idénticos aos utilizados no CG-FID. O padrdo de
fragmentacdo dos compostos foi comparado aos dados da biblioteca do espectro de
massas (NIST-Wiley-database, 2008) e aos espectros obtidos da analise de padrdes

auténticos, adquiridos da Beudokian (USA).
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Para auxiliar a confirmacdo da identificacdo um extrato de glandulas,
contendo todos o0s cinco compostos, foi injetado em uma coluna polar, DB-WAX (30
cm x diametro interno 0,25 mm x espessura do filme 0,25 um, Agilent Technologies),
usando 0 mesmo programa de temperatura descrito acima.

O indice de retencdo dos compostos foi calculado na coluna polar e apolar
para a confirmacao final do padréo de fragmentacdo e os indices de retencdo nas
duas colunas foram comparados aos dos padrdes sintéticos e conduzidos a co-
injeccdo do extrato com uma mistura sintética contendo os padrées.

Para o calculo do indice de retencéo foi usada a formula para programa de

trx -trz
Tr (Z+1)-Trz

temperatura: Ki = 100n + 100 (N-n) ( ) (Xavier 2010). Foi utilizada uma

mistura de padrdes de alcanos (C9 a C26) para o célculo do indice de retencéo, sendo
1uL da solugéo injetado no CG-FID nas mesmas condi¢cdes cromatogréaficas descritas

anteriormente.

Eletroantenografia (EAG) e eletroantenografia acoplada a cromatografia gasosa
(CG-DEA)

Estudos de EAG foram conduzidos com as antenas de machos, para auxiliar
a identificacdo de quais compostos presentes no extrato da glandula da E. lignosellus
poderiam ter efeito feromonal. As antenas dos insetos foram usadas com biossensor
para a deteccdo dos compostos eletrofisiologicamente ativos. A seccdo das antenas
dos machos foi efetuada na regido do escapo, sendo a extremidade basal colocada
em contato com o eletrodo de referéncia, e a apical, onde se concentram o0 maior
namero de sensilas, no eletrodo de trabalho. O contato elétrico foi feito usando gel
condutor (Spectra 360, Parker®). O eletrodo é conectado a um amplificador e a um
conversor AC/DC (IDAC Il da Syntech (Holanda)).

Para avaliar o efeito dos compostos na resposta da antena, “puffs” contendo
0s compostos foram gerados usando solucdes sintéticas, dos cinco compostos OH-I,
Ac-l, OH-II, Ac-lll e Ac-lll nas concentracdes de: 0,007mg/mL; 0,07mg/mL; 1,3mg/mL
diluidos em n-hexano, sendo este o controle. Uma aliquota de 5uL, da solugéo
testada, foi adicionada em um pedaco de papel filtro (2,0 x 0,5 cm), esperou-se um
minuto para a evaporacéo do solvente e posteriormente o papel filtro foi inserido em
uma pipeta Pasteur. A pipeta era conectada ao sistema gerador de pulsos (Stimulus
Controller, Type CS-55, Syntech), programado para gerar um “puff’ a 5 mL/min,

durante 0,3s. Uma antena recebeu todos os compostos nas diferentes concentragcdes
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e o tratamento controle, dessa forma a mesma solugéo era testada sequencialmente
trés vezes e depois passava para a proxima solucdo. Um novo “puff’ s6 era iniciado
apos a despolarizacao da antena.

Na eletroantenografia por CG-DEA foram utilizados o0s mesmos
procedimentos descritos no item EAG para a montagem da antena no eletrodo. Mas
desta vez um fluxo de ar umificado € mantido continuamente sobre o eletrodo com a
antena, para evitar a rapida desidratacao.

Na deteccao por GC-EAD o eletrodo é posicionado na saida do fluxo do GC-
EAD e o “puff’ que antena ira receber vira do fluxo da analise cromatografica. Para a
andlise foi injetado 2L de uma amostra de glandula, esta percorre toda extensédo da
coluna cromatografica, ao fim o fluxo que sai da coluna é dividido, uma parte vai para
o DIC, consequentemente tracando o cromatograma, e a outra parte vai para o EAD,
para a resposta da antena. Em funcao de ambas serem simultaneas, € possivel saber
se 0 composto registrado pelo DIC é ou néo eletrofisiologicamente ativo na antena do

inseto.

Bioensaios em tunel de vento com fémeas virgens e misturas sintéticas

Este bioensaio foi conduzido para avaliar a resposta de machos as fémeas
em chamamento e as solu¢fes preparadas com padrdes sintéticos. Para isso, utilizou-
se um tunel de vento que possui 1,0m de comprimento e 15,0 centimetros de diametro.
A corrente de ar ajustada para 0,22m/s, gerada por uma ventoinha ligada a uma fonte
de computador. O macho foi colocado na extremidade final do tunel, contra a corrente
de ar e na outra extremidade foram colocados os estimulos.

Foram utilizados seis tratamentos e dez repeticdes, sendo o tratamento 1:
cinco fémeas virgens com idade de até 72 horas, colocadas em uma gaiola cilindrica
de arame (15,0cm de comprimento e 5,0cm de diametro); o tratamento 2, denominado
de mistura 1 composta por: OH-I, Ac-1, Ac-Il, OH-II e Ac-lll; o tratamento 3, mistura 2
composta por: OH-I, Ac-1, Ac-1l, OH-II; o tratamento 4, mistura 3 composta por: Ac-l,
OH-II e Ac-lll; o tratamento 5, mistura 4 composta por: OH-II, Ac-lll; o tratamento 6,
gaiolas vazias como controle. Uma aliquota de 5uL de cada mistura foi colocada em
um papel filtro (2,0 x 0,5cm) e este depositado dentro da gaiola como fonte de odor.

Os insetos que responderam ao estimulo foram considerados aqueles que
chegavam até a fonte de odor e 0s que ndo emitiram nenhum comportamento foram

denominados sem resposta. O comportamento do inseto e o tempo de chegada a



41

gaiola foram observados durante 10 minutos para cada individuo testado. Foram
avaliadas as seguintes variaveis: chegada a fonte de odor, excita¢do do inseto, isto &,

vibrac&o das antenas, a exposicdo da genitalia e a chegada a fonte do feroménio.

Olfatometria

Nestes bioensaios foram avaliadas as respostas comportamentais de machos
virgens, com até 72h de idade, a solucdes sintéticas preparadas de acordo com 0s
compostos identificados na glandula abdominal das fémeas virgens e das fémeas
virgens em chamamento. Os testes foram conduzidos em sala climatizada (27 + 1°C
e 60 £ 10% UR) na escotofase (14L:10E), com auxilio de uma luz vermelha (26W).
Antes do inicio dos experimentos, os insetos foram aclimatados por 40 minutos na
sala de testes. Foram realizadas de 12 a 20 repeticBes para cada tratamento e cada
inseto observado por 10 minutos.

Os bioensaios foram realizados em olfatdmetro de dupla escolha, do tipo Y de
vidro com diametro de 2,5cm, arena inicial de 13cm bifurcada em dois bracgos laterais
de 12 cm cada. O fluxo de ar, previamente filtrado em carvado ativo e umidificado
através de um borbulhador contendo agua destilada, foi conduzido para dentro do
sistema com auxilio de uma bomba de aquéario a uma taxa de 1,0 L/min para cada
braco do olfatbmetro.

Ap6s a aclimatacdo, os insetos foram liberados individualmente na
extremidade do braco principal do olfatbmetro e submetidos a escolha, posicionados
na extremidade de cada braco entre os dois tratamentos. Foram utilizados 10uL dos
seguintes tratamentos, T1- denominado de mistura 1: OH-I, Ac-I, Ac-Il, OH-II e Ac-llI
(0,02; 0,012; 0,1; 1,0; 0,2 mg/mL respectivamente); T2, mistura 2: OH-I, Ac-1, Ac-ll,
OH-11 (0,02, 0; 012, 0,1, 1 mg/mL respectivamente); T3- mistura 3: Ac-l, AC-1l e OH-
I1'((0,012; 0,1; 1 mg/mL respectivamente); T4- mistura 4: Ac-l, OH-Il (0,012; 1 mg/mL
respectivamente); T5- mistura 5: OH-I, Ac-Il, (0,02; 0,1 mg/mL); T6- mistura 6: Ac-l e
OH-II ( 1; 1 mg/mL respectivamente) e T7- mistura 7: Ac-l e OH-Il (0,1; 1 mg/mL). Os
guais foram pipetados em papel filtro, previamente esterilizado e posicionado em uma
das extremidades do olfatbmetro, e na outra havia 0 mesmo volume de solvente
(hexano).

A cada duas repeticdes o odor foi renovado e a cada seis, o olfatbmetro foi

lavado com sabdo neutro, agua destilada, alcool 70% e esterilizado em estufa de
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esterilizacdo a 80°C. Apos este procedimento, os tratamentos foram trocados de
posicao.

Alternadamente foram efetuados os bioensaios de fémeas virgens com idade
de até 48h. Nestes bioensaios o protocolo experimental foi semelhante ao descrito
para as misturas sintéticas. As fémeas foram colocadas em seringa plastica
(transparente, com 11cm de comprimento e 2,5cm de didmetro) acoplada as entradas
de ar do olfatdmetro. As mariposas eram colocadas uma hora antes de comecar 0s
bioensaios para a ambientacdo ao espaco e como controle foi utilizado uma seringa
plastica vazia.

Para analise considerou-se a permanéncia dos insetos no braco do
olfatdmetro. Os insetos que permaneceram somente na area central deste ou por
menos de 30 segundos nos bracos foram considerados néo responsivos e, portanto,
desconsiderados na andlise estatistica.

A variavel mensurada foi denominada “escolha inicial”’, ou seja, o primeiro
braco do olfatbmetro por onde o inseto entra, em mais da metade do seu comprimento,
e permanece por mais de 30 segundos (Lopes et al., 2012). ApGs o tempo previsto de
10 minutos foi registrado como ndo escolha quando os insetos ndo apresentaram
decisé@o para os bracos do olfatdmetro. Os insetos que permaneceram somente na
area central deste ou por menos de 30 segundos nos bracos foram considerados néo

responsivos e, portanto, desconsiderados na analise estatistica.

Avaliacdo de campo

Neste experimento avaliou-se a atratividade de duas formulagfes sintéticas
do feroménio sexual da E. lignosellus, preparadas e impregnadas em septos de
borracha na Embrapa-Cenargen, em Brasilia/DF.

O experimento foi conduzido em delineamento totalmente aleatorizado,
durante o periodo de novembro a dezembro de 2014, em cultivar convencional de soja
TMG 4182 de ciclo precoce. As armadilhas foram instaladas no estaddio V2 e
permaneceram na area até completarem um més. Foram utilizados 4 tratamentos e 5
repeticdes, sendo estes: T1 (Mistura 1) e T2 (Mistura 2) constituido por compostos
comuns a outras espécies de lepidopteros, T3 com fémeas virgens com idade até 48h
(5 fémeas por armadilha) e T4 com hexano como controle.

Para a captura dos insetos, foram utilizadas armadilhas Delta, de cor branca,

formato triangular medindo 15x10x28cm, obtidas comercialmente da Isca tecnologia®.
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As armadilhas foram dispostas a 100m da bordadura, distanciadas uma da outra a
50m. Inicialmente estas foram instaladas a 0,5m do solo e regulada conforme o
desenvolvimento fenologico da cultura. As avaliacfes eram feitas uma a duas vezes

por semana, os tapetes trocados e as armadilhas redistribuidas na area.

Analise estatistica

As respostas das antenas dos machos em eletroantenografia (EAG) foram
analisados através do teste de Kruskal-Wallis a 5% e os dados obtidos no experimento
de campo, foram submetidos a analise de variancia, analise de deviance e do modelo
linear generalizado (MLG), ajustado para a distribuicdo de erros de Poisson, usando

o pacote ‘agricolae’ no R-CoreTeam (2014).

Resultados e Discusséo
Bioensaio de Chamamento

O pico de chamamento das fémeas de E. lignosellus ocorreu na 92 hora da
noite (84,82% de fémeas chamando), mas ha uma faixa entre a 7 a 12° hora da noite,
caracterizado pelo maior nimero de mariposas em atividade de chamamento. Esta
faixa de horario poderia ser usada como o melhor periodo para extracdo das glandulas
de feromonio.

Observou-se que o numero de fémeas em chamamento aumentou com o
passar da escotofase, até atingir a 92 hora, a partir de entdo houve uma reducéo
gradativa até o final da noite. No entanto, na 142 hora da noite, 41,96% das fémeas
ainda continuavam chamando.

Resultados préximos ao encontrados em nossa pesquisa foram observados
para Ectomyeliois ceratoniae (Lepidoptera: Pyralidae), cuja maior atividade de
chamamento ocorreu na 82 hora da noite, com 76,8% em chamamento (Soufbaf et al.,
2013).

As fémeas de E. lignosellus, durante o periodo de chamamento, permaneciam
com o abddémen curvado para cima das asas e do resto do corpo, num angulo
aproximadamente de 90°, protraindo os segmentos finais do abdémen, em que
encontram-se as glandulas de feroménio sexual. Essa posi¢do também foi relatada
em estudos com uma populacéo de E. lignosellus proveniente estado de Minas Gerais
(Pires et al., 1994), sendo comum também para outros insetos da familia Pyralidae
(Soufbaf et al, 2013), Phycitidae (Nascimento, 2013) e Noctuidae (Lima, 1998).
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Durante as seis noites observadas, constatou-se que o inicio do chamamento
ocorreu entre a 22 e a 52 hora da escotofase, se estendendo até o final da noite.

Estudos anteriores, realizados com populacdo de E. lignosellus de Minas
Gerais, mostraram resultados diferentes dos encontrados nessa pesquisa, com a
atividade de chamamento iniciando apdés a 52 hora de escuro em todas as noites
observadas (Pires et al., 1994).

Pode-se constatar um maior percentual de chamamento em fémeas mais
velhas, 98% das mariposas, na faixa de 48-72 e 96-120 horas, estavam chamando,
entretanto esse percentual foi menor, em fémeas de 0-24 horas, 51%. Encontram-se
resultados semelhantes para a espécie Zamiragiria dixolophella (Lepidoptera:
Pyralidae), com 100% de fémeas em chamamento na idade de 48-72 horas (Goémez
& Rojas, 2006).

Identificacdo dos compostos feromonais de E. lignosellus

A partir das andlises cromatogréficas foram detectados cinco compostos
feromonais presentes nas glandulas abdominais de fémeas E. lignosellus (Figura 1),
destes, trés compostos sdo acetatos, dois com uma Unica insaturacao, cadeia linear
com 14 ou 16 carbonos, um acetato sem insaturacao e os outros dois compostos sao
alcoois.

Para auxiliar na identificacdo foi feita a comparacdo de uma amostra do
extrato hexanico da glandula com os padrdes auténticos OH-I, Ac-l, OH-II, Ac-Il, Ac-
lll, observando um tempo de retencdo semelhante entre as substancias analisadas
(Figura 2).

Através das analises, por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (GC-MS), foi possivel conhecer a estrutura quimica dos cinco compostos do
feromdnio da E. lignosellus. A confirmacédo destes compostos foi feita através da co-
injecdo de uma amostra do extrato hexanico da glandula com os padrées OH-I, Ac-l,
OH-II, Ac-Il, Ac-lII.

O ferombnio sexual identificado neste trabalho, apresenta uma mistura
diferente dos que foram identificados na populacdo de Tifton (Lynch et al., 1984), e

nas populacdes de Minas Gerais e Goias (Jham et al. 2005, 2007).
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Figura 1. Cromatograma em coluna apolar DB-5MS do extrato de uma glandula de
fémea de E. lignosellus. Os numeros indicam os compostos identificados por 1) OH-I,
2) Ac-l, 3) OH-II, 4) Ac-Il, 5) Ac-lll.

Assim verifica-se que ha uma variacdo na constituicdo do feroménio da E.
lignosellus, pois as populacdes deste inseto, em diferentes regides, apresentam uma
constituicdo feromonal diversificada e essas diferencas encontradas na composicao
do feromonio do inseto podem ser um indicio de diferentes sub-espécies (Jham et al.
2005; Pires et al., 1992).
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Figura 2. Perfil cromatografico do extrato de glandulas de fémeas de E. lignosellus
(Zeller, 1848) (Lepidoptera: Pyralidae) (A), e dos padrdes sintéticos (B).
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Na composic¢éo identificada neste trabalho, trés dos componentes sdo novos,
para a populacdo brasileira de E. lignosellus, representando, portanto, um avango
para os estudos com feromonio desta espécie local.

A analise dos extratos combinados com 21 glandulas de E. lignosellus, feitas
por cromatografia gasosa, permitiu a elaboragdo do célculo da area do pico, que
indicou a seguinte composicéo do feromoénio: 5,56% de OH-I, 0,031% de Ac-Il, 0,098%
de OH-II, 68,36% de Ac-Il e 25,05% de Ac-lll.

Eletroantenografia

Utilizando a técnica eletroantenografia (CG-DEA) foi possivel verificar
atividade biologica para dois acetatos o Ac-l e o Ac-1l na antena do macho (Figura 3
A). Quando foi testado o extrato da glandula de fémeas, a antena respondeu somente
para o Ac-ll (Figura 3 B), a falta de resposta ao Ac-l provavelmente é devido a baixa
guantidade que chegou na antena e nao foi suficiente para induzir a resposta
eletrofisioldgica. Uma vez que ha divisado do fluxo dentro do equipamento, e o Ac-1 €
o composto produzido pela mariposa em menor quantidade, corresponde a somente

0.03% da mistura feromonal.

Figura 3. Cromatograma e resposta de EAD da antena de E. lignosellus (A) (Zeller,
1848) (Lepidoptera: Pyralidae), resposta da antena de machos a solucéo dos padrbes
auténticos com deteccédo simultanea por DIC (inferior) e DEA (superior) utilizando uma

antena de macho (B). Resposta da antena de machos ao extrato de fémeas.

Os resultados dos estudos de EAD, usando concentracdes bem maiores de
compostos, mostraram que a antena de E. lignosellus tem receptor para quatro dos
cinco compostos identificados. Para os compostos Ac-l, Ac-1l, Ac-1ll e OH-Il observou-
se diferenca estatistica na resposta eletrofisolégica das antenas de machos e para as

solugdes sintéticas dos compostos nas concentragbes 0,007mg/mL (Figura 4A),
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0,07mg/mL (Figura 4B) e 1,3mg/mL (Figura 4C) quando comparado a resposta ao
solvente n-hexano.

As antenas ndo responderam ao Ac-ll na concentracdo de 0,007mg/mL
(Figura 4A) a mais baixa testada. A resposta foi diferente apenas do controle nas
concentragcdes 0,07mg/mL (Figura 4B), 1,3mg/mL (Figura 4C). Como foi usado uma
aliquota de 5pL destas solugbes, as quantidades testadas foram de 35ng, 350ng e
6500ng de cada composto. Os resultados demonstram que a resposta da antena de
E. lignosellus é dose dependente, e que o composto Ac-1l, 0 majoritario na mistura
feromonal, induz a resposta da antena somente em doses maiores. Sendo assim, para
posteriores testes comportamentais deve-se preparar uma formulacdo contendo o Ac-
Il em uma concentracdo superior a 0,007 mg/mL, para que os machos possam

responder, ou proxima do que € liberado pelas fémeas.
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Figura 4. Média das respostas (x desvio padrdo) das antenas de machos E.
lignosellus (Zeller, 1848) (Lepidoptera: Pyralidae) a solu¢des 0,007 mg/mL (A), 0,07
mg/mL (B) e 0,7 mg/mL (C) e dos padrbes sintéticos. Médias seguidas pela mesma
letra nas colunas da mesma cor néo sao diferentes estatisticamente (p>0,05) segundo

o Teste Kruskal-Wallis a 5%.
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A resposta das antenas ao composto OH-I foi igual ao Hexano em todas as
concentracdes, podendo ndo ser um composto importante para atrair os machos de
E. lignosellus.

As respostas eletrofisiolégicas sugerem que os compostos sintéticos Ac-I, Ac-
I, Ac-lll e OH-1l do feromoénio sexual de E. lignosellus podem ter potencial para atracao

de machos em campo.

Tanel de vento

Nestes bioensaios foram observados que 70% dos machos testados
responderam para a mistura 4 contendo o Ac-l e o Ac-1l (1.30: 0.28). Para a mistura
1, 2 e 3 houve uma resposta de apenas 30% dos machos testados para cada
tratamento. Ja para as fémeas virgens em chamamento, 100% dos machos testados
responderam a essa fonte de estimulo

Os resultados dos bioensaios corroboram os resultados obtidos no EAD, onde
as antenas responderam para 0S mesmos acetatos, mostrando que estes compostos
podem ser essenciais para atracdo dos machos. O AC-llIl provavelmente é
desnecessario, pois quando testado em uma mistura com os compostos AC-1 e AC-II,
0s machos nao responderam, e também ndo responderam para a mistura total. O que
indica que ha uma resposta eletrofisiolégica, mas ndo uma resposta comportamental
para estes compostos. Novos bioensaios, usando outras combinacdes dos acetatos
Ac-l e Ac-ll com os alcoois, serdo conduzidos para avaliar a importancia dos alcoois
na atracdo dos machos. Uma mistura que contemple o Ac-I, Ac-ll e OH-II pois para

este Ultimo obteve uma boa resposta eletrofisioldgica das antenas no EAG.

Bioensaios em olfatdmetro

Os resultados obtidos nos bioensaios em olfatbmetro indicaram que os
machos de E. lignosellus, ndo emitiram respostas significativas para as misturas
sintéticas e que estes responderam preferencialmente aos odores liberados pelas
fémeas virgens em chamamento (X? = 21,16, df = 1, p < 0.001) (Figura 5),
caracterizando que estavam liberando o feroménio sexual na concentracdo e

proporcao adequada para atrair oS machos para o acasalamento.
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Figura 5. Resposta da primeira escolha de machos de E. lignosellus (Zeller, 1848)
(Lepidoptera: Pyralidae) a fémeas virgens em chamamento e a misturas. Asterisco
indica diferencas significativa entre os tratamentos pelo teste de Qui-quadrado (x?),
onde * 0,05>p. NUmero entre parénteses representam os bioensaios com insetos que

nao responderam aos estimulos odoriferos.

Nesses bioensaios ndo se obteve resposta nem para a mistura 4, 6 e 7 que
contém os dois acetatos, Ac-l e AC-Il, que atrairam os machos quando testados no
tunel de vento. Nos bioensaios em tunel de vento essa solucdo foi testada na
concentragdo 0.28:1.30mg/mL. Nos bioensaios e olfatometria foram testadas trés
diferentes concentracdes 0.01:1.0mg/mL, 0.1:1.0mg/mL e 1.0:1.0mg/mL, assim
podemos sugerir que os machos nao responderam a esses compostos nos bioensaios
em olfatdmetro em razéo das diferentes proporgdes usadas.

Tanto os resultados de olfatometria como os de tlnel de vento mostraram que
os machos respondem para as fémeas em chamamento, demonstrando que as
fémeas estavam sadias e liberando feroménio. A falta de resposta para as misturas
sintéticas nos bioensaios comportamentais, provavelmente deve-se que a
composicao testada nestas solugdes ndo estava correta para a atragdo de machos, e
nao representa o que o inseto estava liberando.

Assim, novas composicdes e andlises poderédo ser conduzidas para refinar

melhor a mistura feromonal identificada até o momento.

Armadilhas de feromdnio em campo
Os tratamentos atrairam diferentemente os machos de E. lignosellus

(ANODEV, y? = 21.623; P< 0.001). A andlise de contraste mostrou que os machos
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foram capturados em maior numero no tratamento contendo a mistura feromonal 2,
se comparado com o controle n-hexano (t = 4,22; df = 96; P<0.001) e com a mistura
feromonal 1 (t =2,59; df =96; P =0.01). Nao houve diferenca estatistica entre o nimero
de machos de E. lignosellus capturados nas armadilhas com fémeas virgens
comparado com a mistura feromonal 2 (t = 1,70; df = 96; P =0.09) e com a armadilha
contendo a mistura 1 (t = 0.93; df = 96; P =0.34) (Figura 6).
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Figura 6. Namero de machos de E. lignosellus (Zeller, 1848) (Lepidoptera: Pyralidae)
capturados em armadilhas iscadas contendo diferentes fontes de odor, em que
Mistura 1 e Mistura 2 sao constituidas de acetatos comuns em lepidépteros.

Uma mistura feromonal, com compostos e proporcdes diferentes da
encontrada neste estudo, foi proposta para a populacédo de Tifton para a captura de
machos de E. lignosellus. Para isso foi feito a combina¢do dos compostos (Z)-9
tetradecenila, (2)-7 tetradecenila, (2)-9 tetradecenol e (Z)-11 hexadecenila, passou a
ser utilizada no México e na Florida para o monitoramento desta espécie. Porém,
guando testada em campo no Brasil, esta formulacéo néo foi eficiente para atracéo de
machos (Pires et al., 1994).

No Brasil ainda é desconhecida uma mistura feromonal eficiente na atracéo
de machos em campo. Desta forma, esta pesquisa representa um avango em estudos
com o feromobnio sexual de E. lignosellus, pois foi a primeira que encontrou uma
formulacdo que tem potencial para a captura de machos. Este resultado demonstra
gue os compostos da mistura 2 estdo em propor¢cdo e quantidade corretas para a
atracdo de machos, podendo ser produzida comercialmente e utilizada em programas

de manejo da E. lignosellus.
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Concluséo
Diante dos resultados obtidos nessa pesquisa foi constatado que uma mistura
feromonal (2) tem potencial para atrair machos de E. lignosellus em campo, e pode

ser utilizada em programas de manejo desta praga.
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CONSIDERACOES FINAIS

Estudos com novas tecnologias para o manejo de pragas vém sendo
realizados no intuito de buscar uma agricultura sustentavel. Os resultados obtidos
neste trabalho permite constatar que o uso de modelos de graus-dia para estimar o
namero de geracbes € uma ferramenta que pode ser utilizada em programas de
monitoramento da E. lignosellus, uma vez que na simulagcdo constatou-se que o
aumento da temperatura do ar tera um impacto positivo no desenvolvimento dessa
lagarta, portanto serve de alerta aos produtores de soja no municipio de Sinop,
Diamantino e Rondonopolis. O feromoénio sexual € uma tecnologia promissora para o
controle desta espécie, uma vez que no experimento em Campo Novo do Parecis-MT,
houve a maior captura de machos em uma mistura feromonal sintética quando
comparado com fémeas virgens. Portanto essas tecnologias atendem aos propositos

de uma agricultura mais sustentavel.



