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Resumo — O uso de agrotéxicos para o controle de pragas agricolas em
areas de agricultura intensiva no Brasil, vem aumentando ano a ano. A par-
tir do ano de 2012, observaram-se populacdes de Helicoverpa armigera em
altas densidade e em diferentes culturas do pais, devido a falta de méto-
dos eficientes e sustentaveis para o seu controle. O Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento autorizou a utilizagao de agrotoxicos até entdo nao
permitidos no pais, apenas para o controle dessa espécie invasiva, e parale-
lamente determinaram-se uma série de ag¢des de pesquisa para desenvolver
um programa de manejo integrado que inclua métodos com menor impacto.
Um método de manejo que tem potencial de minimizar o uso indiscriminado
de agrotoxicos é a utilizagdo dos feromdnios sexuais para o monitoramento
de pragas agricolas no campo. Os feromdnios sexuais sdo altamente especi-
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ficos, ndo atingem organismos nao alvo, como os inimigos naturais, e tem alta
sensibilidade para detecgcao de mariposas. Tais caracteristicas permitem que
o agricultor identifique infestagdes iniciais da praga no campo e possa tomar
decisdes de medidas de controle antes que a praga se estabeleca. O objetivo
deste trabalho foi identificar o feromdnio sexual de uma populagao de H. ar-
migera coletada em campos de soja e algodao na regido de S&o Desidério no
oeste da Bahia e avaliar a eficiéncia do feromdnio comercial na sua atragao.
Extratos de glandulas de H. armigera foram analisados por cromatografia
gasosa com o detector de ionizagdo de chamas (CG-DIC), cromatografia ga-
sosa com detector de espectrometria de massas (CG-EM) e cromatografia
gasosa acoplado a um detector de eletroantenografia (CG-DEA). A acao dos
compostos encontrados nas glandulas foi avaliada através de bioensaios em
tunel de vento e eletrofisiologia. Experimentos de campo para avaliar o fe-
roménio comercial e o indentificado na populagao de Sao Desiderio foram
conduzidos em campo de algodao no estado da Bahia. Foram avaliados os
seguintes tratamentos: (1) feromdnio comercial de H. armigera; (2) septo pre-
parado com os compostos identificados pelo grupo da Embrapa, contendo
(92)-hexadecenal, (Z9-16:0), (Z11)-hexadecenal (Z11-16:0) e hexadecanal
(16:0); (3) septo preparado com Z9-16:0 e Z11-16:0; (4) duas fémeas de
H. armigera; e (5) septo controle com pentano. Trés compostos foram identi-
ficados na glandula de fémeas de H. armigera, sendo eles 0 Z79-16:0, o Z11-
16:0 e 0 16:0, mas somente os dois primeiros aldeidos mostraram atragéo e
induziram a resposta nas antenas de machos de H. armigera (CG-DEA). Nos
bioensaios em tunel de vento, os machos confirmaram a resposta eletroante-
nografica, 38% respondeu para a mistura sintética contendo os dois aldeidos
insaturados Z9-16:0 e Z11-16:0 (0.03:97). No entanto, quando se adicionou
o aldeido saturado, nenhum inseto pousou na fonte de odor. O experimento
de campo, mostrou que a mistura do feroménio comercial é atrativa para
H. armigera. Atracao cruzada interespecifica foi detectada durante o estu-
do e as misturas sintéticas ndo comerciais capturaram além de H. armigera,
Spodoptera frugiperda e Elaphria agrotina. Esta atragéo cruzada, pode ser
explicada devido a alguns dos compostos da mistura feromonal serem co-
muns entre diferentes espécies, embora em proporgées distintas.
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agrotina

Identification and evaluation of the Helicoverpa armigera sex-phero-
mone and cross attraction among Noctuidae representatives in Brazil

Abstract — The use of pesticides in large crops areas in Brazil to control ag-
ricultural pests has been increasing in the last years (Carneiro et al., 2015).
Recently, there was a significant outbreak of Helicoverpa armigera in differ-
ent crops, and due to the lack of efficient and sustainable methods of pest
control, the Ministry of Agriculture, Livestock and Food Supply authorised the
use of pesticides, which were previously banned in Brazil, to control this pest.
A management method that has the potential to minimise the indiscriminate
use of insecticide is based on sex-pheromones from control and monitoring
moths. Sex pheromones are highly specific, do not impact non-target organ-
isms, as natural enemies, and have high sensitivity for moth detection. Sex-
pheromone-baited traps allow the farmer to identify the location of the pestin
the field at the beginning of the infestation, and thus to make control measures
decisions before the pest is established. Therefore, the objective of this work
was to identify the sex-pheromone of a H. armigera population collected in
soybean and cotton fields in the Sao Desiderio — Bahia, Brazil, and to evalu-
ate the efficiency of the commercial pheromone in its attraction. H. armigera
gland extracts were analysed by gas chromatography with the flame ioniza-
tion detector (GC-DIC), gas chromatography with mass spectrometry detector
(GC-MS) and gas chromatography coupled to an electroantenography de-
tector (GC-EAD). The role of the compounds identified in the females glands
extracts was evaluated through wind tunnel bioassays and electrophysiology.
Field experiments to evaluate the commercial and identified pheromone in the
population of Sdo Desiderio were conducted in a cotton field in Bahia. The fol-
lowing treatments were evaluated: (1) H. armigera commercial pheromone; (2)
lure prepared with the compounds identified in this study (92)-hexadecenal,
(£9-16:0), (112)-hexadecenal (Z11-16:0) and hexadecanal (16:0); (3) lure
with Z9-16:0 and Z11-16:0; (4) two females of H. armigera and (5) septa
impregnated with pentane as control. Two out of the three components were
identified from samples extracts of H armigera glands from S&o Desidério
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— Bahia population: Z9-16:0, Z11-16:0 and 16:0. Only the first two alde-
hydes induced male antenna response on GC-EAD experiments. Wind tunnel
bioassays with H. armigera males corroborated the GC-EAD response, 38%
of males responded to a synthetic mixture containing Z9-16:0 and Z11-16:0
(0.03:97). When the minor component C16:0 was added to the blend, no in-
sect landed on the odour source during the wind tunnel bioassays. The field
experiment showed that the commercial pheromone evaluated is attractive
for H. armigera males. The non-commercial synthetic mixtures trapped H. ar-
migera and two other moths, Spodoptera frugiperda and Elaphria agrotina.
Cross-attraction is common when different species use the same compounds
in their pheromone blend, as reported here

Key words: pheromone-baited traps, cotton crops, Spodoptera frugiperda,
Elaphria agrotina



BOLETIM DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO 336 9

Introducao

Helicoverpa armigera (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) era listada como
praga quarentenaria no Brasil até sua presenca ser registrada entre os me-
ses de janeiro e fevereiro de 2012 no estado de Goias em cultivos de soja,
no estado do Mato Grosso em cultivos de algoddo e no estado da Bahia
em tiguera (plantas que nascem espontaneamente) de soja (Embrapa 2013,
Czepak, et al., 2013). Sua introdug¢éo ocorreu ha pelo menos cinco anos an-
tes do surto de H. armigera que foi reportado em varias regiées do Brasil na
safra de 2013-2014 (Sosa-Gomes 2016). Na Bahia, na safra de algodao de
2012-2013 os agricultores relataram perdas de até 80% da producédo. Na
tentativa de minimizar as perdas provocados por esta praga, o Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) autorizou a EMBRAPA, em re-
gime emergencial, a liberagéo de varios produtos quimicos (agrotéxicos) para
uso, sendo que os principios ativos liberados incluiram: flubendiamida, ze-
ta-cipermetrina, bifentrina, carbonosulfano e espinosade (Portaria do MAPA
1.109, de 06 de novembro de 2013). Adicionalmente ao uso de agrotoxicos, o
MAPA induziu a acdo de estudos para o desenvolvimento do MIP para a pra-
ga. Uma ferramenta para o manejo e controle de mariposas que vem sendo
aplicado com sucesso em diferentes sistemas agricolas é o uso dos feromo-
nios sexuais (Witzgall, 2010). Uma vantagem do uso dos feromdnios & que
podem ser aplicados em campo associados a diferentes tecnologias, além de
serem compativeis com outras praticas de manejo integrado de pragas. Os
feromdnios podem ser usados para monitoramento em duas situagdes: para
determinar a presenca de insetos numa determinada area ou para estimar as
densidades populacionais e niveis de dano (Borges et al., 2011). As vanta-
gens de usar os feromdnios para o monitoramento incluem menores custos,
facilidade de uso, ndo s&o téxicos, nao deixam residuos no meio ambiente,
sédo especificos e agem somente sobre a espécie alvo, sendo usados em
doses baixas (nanogramas a poucos miligramas) e tém alta sensibilidade de
deteccgdo. Outra técnica de aplicagdo dos feromdnios sexuais para 0 manejo
de mariposas € a confusao sexual, onde uma grande quantidade de feromé-
nio sintético é distribuida no campo de forma a obter uma concentragcéo ho-
mogénea de feromdnio, interferindo nos gradientes naturais produzidos pe-
los insetos emissores. Desta forma, os insetos que seguem os rastros ficam
confusos e ndo conseguem localizar os parceiros, portanto ndo acasalam e
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a densidade populacional se mantém abaixo do nivel de dano econémico.
Outro método bastante disseminado para o controle de mariposas é a captu-
ra massal, na qual se aplica o feromoénio sexual como um atrativo em armadi-
Ihas desenhadas para a captura de um grande numero de insetos.

O feromonio sexual de H. armigera foi identificado em populagdes de dife-
rentes origens geograficas e consiste de uma mistura de dois aldeidos (2)-9-
hexadecenal e (Z)-11-hexadecenal (Kevdaras et al.; 2007, Tamahankar et al.;
2003, Anju et al.; 2004 e Zhang et al.; 2012). Os trabalhos mostraram que as
misturas feromonais de diferentes populagdes podem apresentar variagdes
nas proporgdes desses dois componentes. As diferengas nas proporg¢des dos
componentes feromonais sdo importantes porque podem conduzir ao isola-
mento reprodutivo, uma vez que os individuos de uma determinada popula-
¢do podem nao reconhecer a mistura feromonal de outras populagcdes. As
formulagcdes comerciais devem levar em consideragao essas diferencas na
composic¢ao natural do feromonio. O feroménio sexual de H. armigera produ-
zido comercialmente j& é usado rotineiramente para monitoramento e confu-
sdo sexual dessa praga em paises como Australia, China e india (Kevdaras
et al.; 2007, Tamahankar et al.; 2003, Anju et al.; 2004 e Zhang et al.; 2012).
Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar, em laboratério e campo, a mistura
feromonal de H. armigera comercializada no Brasil e comparar sua composi-
¢éo com a do feromdnio sexual isolado das glandulas de individuos coletados
de populacdes brasileiras de H. armigera.
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Material e Métodos

Criacao de Helicoverpa armigera

Uma criacédo de H. armigera foi estabelecida na Embrapa Cerrados a par-
tir de adultos e larvas coletados na cultura do algoddo em Sao Desidério,
BA (12°39'46.1"S,45°30'33.7"W). Pupas de H. armigera foram separadas por
sexo e colocadas em recipientes de plastico de 3 L. Apds a emergéncia dos
adultos, machos e fémeas foram mantidos em recipientes separados, em
sala climatizada (Lab-Line, Mellrose Park, lll, USA) com fotoperiodo invertido
de 12 h de luz e 12 h de escuro, a temperatura de 25°C e umidade relativa
de 65%.

Extracdo do feroménio sexual

Para obter o feromdnio sexual, mariposas fémeas virgens com 2 - 4 dias,
quando em posi¢cao de chamamento (periodo em que expde a glandula de
feromonio), tiveram o abdémen gentilmente pressionado para permitir a ex-
trusdo total da glandula abdominal, a qual foi excisada com uma tesoura de
dissecacdo (modelo 15003-08, FST, Vancouver, CO, Canadd). Cinco a 12
glandulas, foram colocadas em recipientes de vidro conico de 500 uL conten-
do 100 uL de hexano e mantidas por 20 min para a extragédo dos compostos
presentes nas mesmas. Os extratos obtidos foram filtrados usando uma pi-
peta Pasteur contendo 1a de vidro para remocao de residuos sélidos. Os ex-
tratos (N = 20) foram concentrados a 50 pL sobre fluxo de N, e armazenados
a -20°C.

Analise quimica dos extratos da glandula abdominal

Os extratos das glandulas foram analisados por cromatografia gasosa
(CG) (Agilent 7890, coluna DB-5, 60 m x 0,32 mm ID, 1,0 um filme, Supelco,
Bellefonte, PA, EUA), com a coluna mantida a 50°C por 2 min, a temperatura
programada para aumentar 5°C min' até atingir 180°C, a qual foi mantida por
0,1 min, seguida por um aumento gradual de 10°C min-' até atingir 250°C por
20 min. O efluente da coluna foi analisado com o detector de ionizagdo de
chamas (DIC) a 270°C. Um microlitro de cada amostra foi injetado usando o
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injetor no modo splitless, com hélio como gas de arraste. As amostras, tam-
bém foram injetadas no CG-DIC em uma coluna polar DB-WAX, nas mesmas
condigdes descritas acima, para calcular o indice de retencéo e auxiliar na
identificacao quimica dos compostos. Os dados foram coletados e analisados
com o software EZChrom Elite (Agilent, EUA). Para a identificagdo dos com-
postos, os extratos das glandulas foram selecionados e injetados no croma-
tografo gasoso com detector de espectrometria de massas (Agilent 5975C)
com analisador quadrupolar, equipado com uma coluna apolar DB-5MS (30 x
0,25 mm ID, 0,25 ym de filme, Supelco, Bellefonte, PA, EUA) e com uma co-
luna polar DB-WAX (30 x 0,25 mm ID, 0,25 um de filme, Supelco, Bellefonte,
PA, EUA) e um injetor splitless, com hélio como gas de arraste. A ionizagéo
foi por impacto por elétrons (70 eV, temperatura da fonte 200°C) e os dados
foram coletados e analisados no software ChemStation 2.01.4 (Agilent, EUA).
As identificagdes foram confirmadas pela comparacéo do espectro de padréao
de fragmentagao de cada composto com espectros de massas da biblioteca
NIST e Wiley (2008), com dados publicados na literatura, através do indice de
retencdo usando dados publicados (Pherobase e NIST Chemistry Web Book)
e através da andlise de padrdes auténticos por coinjegdo na coluna DB-
5MS. Os padrées de (Z9)-9-hexadecenal (Z9-16:0), (Z11)-11-hexadecenal
(Z11-16:0) e hexadecanal (16:0) foram adquiridos da Beudokian Pheromone
(EUA).

Eletroantenografia com antenas de machos de H. armigera

A cromatografia gasosa acoplada a um equipamento de eletroantenogra-
fia (CG-DEA) foi usada para determinar quais compostos nos extratos das
glandulas abdominais das fémeas induzem a resposta eletrofisioldgica dos
receptores nas antenas. O sistema usado, consistiu de um CG-DIC Perkin
Elmer Autosystem XL GC (NY, EUA) acoplado a um detector de eletroante-
nografia (Syntech, Inc., Hilversum, Holanda). No sistema, o fluxo da coluna
cromatografica foi divido para o detector de ionizacdo de chamas e para o
detector de eletroantenografia. Para que o fluxo da coluna, apos a divisao,
chegasse sincronizado nos dois detectores, utilizou-se um make-up gas (ni-
trogénio ou hélio) (Figura 1). As analises foram conduzidas em uma coluna
apolar DB-5 (30 m X 0,25 mm ID, 0,25 ym de filme, J&W Scientific, Folsom,
CA, EUA), e injetor no modo splitless com hélio como gas de arraste (1 mL
min-'). A temperatura da coluna foi programada a 50°C (2 min), entdo aque-
cida até 250°C numa taxa de 15°C min' e mantida nesta temperatura por
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10 min. A temperatura do efluente do DEA foi mantida a 195°C. A antena do
macho foi removida usando uma tesoura de dissecagcéo (modelo 15003-08,
FST, Vancouver, CO, Canada) e imediatamente colocada sobre dois eletro-
dos de aco inoxidavel. A conexao elétrica foi obtida através de um gel con-
dutor. Os eletrodos foram conectados a um conversor de sinal (autospike
interface-Syntech) AC/DC e amplificador IDAC-2 (Syntech, Inc., Holanda). As
antenas, foram mantidas sobre um fluxo de ar umidificado (1 L min-') com
um controlador de fluxo CS-55 (Syntech, Inc., Holanda). Antenas de machos
de H. armigera foram avaliadas com o extrato das gléndulas de fémeas (N =
5) e solucdes sintéticas contendo os compostos feromonais. Somente picos
que mostraram as depolariza¢des e polarizagdes em 80% das analises foram
considerados como resposta da antena.

Amostra Detector —
\' inj ativos
Controlador de fluxo injetor j .
I
Gas carreador Cromatografo gasoso Tempo de retengéo (min)

Antena do inseto

Figura 1- Desenho esquematico ilustrando o forno de GC-DIC com a coluna cro-
matografica e a divisdo do fluxo da coluna para o DIC e o detector de eletroantenogra-
fia (DEA). (Retirado e traduzido de Bradbury JW, Vehrencamp SL. Principles of animal
communication 2011).
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Bioensaios em tunel de vento

Os bioensaios comportamentais foram conduzidos em um tunel de vento
com 1,5x0,5x0,5m (C xLxA) (Figura 1) e fluxo de ar em 0,5 ms -'. Foram
usados como tratamentos fémeas virgens em posicdo de chamamento ou
solugdes sintéticas contendo o feromoénio sexual. No caso das solugbes sin-
téticas, uma aliquota de 10 uL de cada solugéo foi adicionada a uma tira de
papel de filtro (1,5 cm x 0,5 cm) (Whatman No 1), a qual foi colocada dentro
de uma gaiola de metal. A gaiola foi suspensa em um suporte a 15 cm aci-
ma do piso do tunel de vento. Os machos foram liberados individualmente e
antes de iniciar o experimento foram colocados por 5 min dentro do tunel de
vento para aclimatacdo. O comportamento do macho foi observado e con-
siderou-se resposta comportamental os individuos que se deslocaram em
direcéo a fonte de odor através das trés areas do tunel de vento (areas 1, 2
e 3) (Figura 2). Para estabelecer o melhor horario de resposta dos machos,
foi conduzido um experimento inicial com fémeas de H. armigera em chama-
mento. As fémeas foram presas em uma gaiola de metal com malha de 10
mm e colocadas no final da area 3 do tunel de vento. Considerou-se como
machos responsivos aqueles que mostraram voo direcionado para a gaiola e
que pousavam na gaiola na area 3. A atragcado dos machos também foi avalia-
da em relagdo aos componentes principais do feromdnio sexual da espécie
em diferentes proporgdes, sendo os tratamentos: Z9-16:0 + Z11-16:0 (0,07:
9,7 ug); 29-16:0 + Z11-16:0 (1 : 9 pg), Z9-16:0 + Z11-16:0 +16:0 (0,3 :8,7:1
Mg), e para 16:0. A escolha das diferentes proporgdes avaliadas foi baseada
na mistura identificada na populagédo brasileira obtida neste trabalho e em
propor¢oes relatadas previamente para outras populagdes (Tabela 1). Todos
os bioensaios foram conduzidos em condi¢cbes de escuridao para qual os
insetos foram mantidos em fotoperiodo invertido, com fotofase entre 21 h e
9 h, obtida com o auxilio de 4 [ampadas de 14 W (Twister, Taschibra Indaial,
SC, Brasil), sob temperatura de 27°C e 65% UR. Para cada tratamento, fo-
ram conduzidas 30 repeticbes e os machos foram usados somente uma vez.
Todos os bioensaios foram realizados entre 6 a 9 h apds o inicio da escotofa-
se (fase de escuro do fotoperiodo).



BOLETIM DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO 336

15
Tabela 1 Proporgao entre os componentes presentes em glandulas de fémeas
de Helicoverpa armigera de populacdes de diferentes paises, da populagdo de Sao

Desidério, BA (identificada neste trabalho) e a do feroménio comercializado no Brasil

Localidades

Proporgdo dos componentes do feroménio de Helicoverpa armigera
79-16:.0 711-16:0 711-14:0
Israel 9,7
- b

9,7

Referéncias

0,4

Kehat et al., 1980
Melhora a atratividade
9,6

Zhang et al., (2012) and
0,3

Deny et al., 2004
Nao tem efeito
1,0

8,65

Tamahankar et al., 2003
9,0 -
0

and Anju et al., 2004
1,05
3
Feroménio comercial
Bioco

0,03
role

Este trabalho
9,7

Kevdaras et al., 2007
Konyukhov, et al 1978

Este trabalho

/\[ Areal

Areaz

Aread

| | |
| 05m [ 05m | 05m |
Figura 2. Desenho esquematico do tunel de vento utilizado para avaliar a resposta
de machos de Helicoverpa armigera aos diferentes odores analisados
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Experimento de campo

O experimento foi conduzido em campo de algodao no estagio vegetativo,
na fazenda Santana em S&o Desidério, BA (12°39'46.1"S,45°30'33.7"W) no
periodo de junho a julho de 2016. Cada tratamento foi colocado dentro de
armadilhas tipo “Delta Traps” (AR905-Plastic Delta traps, Isca Tecnologia, ljui,
RS, Brasil) que foram distribuidas em um desenho aleatorizado dentro de
quatro blocos e separadas por 100 m, em uma cultura de algodao cultivada
sobre pivot. As armadilhas foram monitoradas uma vez por semana e tiveram
os liners removidos, acondicionados em coolers e levados para o laboratério
para a identificagdo. A duragéao total do experimento foi de 30 dias. Quatro tra-
tamentos (N = 5/tratamento) foram avaliados: (T1) septo impregnado com 1
mg Z9-16:0, Z11-16:0, 16:0 na proporgao de 0,02: 9,0: 0,08; (T2) septo con-
tendo Z9-16:0 e Z11-16:0 (0,03:0,97); (T3) Bioarmigera, feromdnio comercial
(Biocontrole, Sao Paulo, SP, Brasil); e (T4) controle, septo impregnado com
solvente pentano.

Analise estatistica

As anadlises estatisticas foram conduzidas no software R 3.0.1 (R
Development Core Team, 2007). Os dados do tunel de vento foram analisa-
dos usando MLG (modelos lineares generalizados) com distribuicdo binomial.
A proporgao e o intervalo de confianga (95%) dos insetos responsivos a cada
tratamento foi calculada a partir dos parametros do MLG. O numero total
de machos de cada espécie capturados nas armadilhas nos experimentos
de campo foi analisado com MLG com distribuicdo de erros de Poisson. As
analises foram realizadas para cada espécie capturada por separado, con-
siderando como fatores fixos o bloco, os tratamentos e o sexo. Quando fo-
ram identificados efeitos significativos dos tratamentos, o nimero médio de
insetos/armadilha em cada tratamento foi comparado utilizando analise de
contrastes.
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Resultados e Discussao

Analises quimicas

A analise quimica das glandulas de fémeas de uma populagao de
H. armigera coletada na Bahia, mostrou a presenga de trés compostos que
séao tipicos da familia Noctuidae: (Z9)-9-hexadecenal, (Z11)-11-hexadecenal
e hexadecanal (Figura 3). A propor¢do média entre os componentes foi
calculada em 0,3: 8,63:1,05 (N=12 extratos), muito similar com o que ja foi
descrito na literatura para outras populagbes da espécie (Figura 4, Tabela1).

711-16:0

2000000
1800000
1600000
1400000
1200000

1000000

Abundancia (mV)

800000 Tempo de retengiio (nin)
600000
400000

o
B
200000 U\L 'X
L
T

|
T T T T T T T T T T
5.00 10.00 15.00 20.00 2500 30.00 3500 4000 4500 5000 55.00

29-16:0

Tempo de retengio (nin)

Figura 3. A. Perfil cromatografico do extrato de 4 glandulas de fémeas de
Helicoverpa armigera de uma populagéo do sul da Bahia. B. Detalhe da regido entre
o tempo de retengéo 28 e 30 min.

Os picos no final do cromatograma, correspondem a compostos precursores
do feromdnio, tais como acidos graxos de cadeia longa, com 18 a 20
carbonos, e que nao tém fungao de ferombnio sexual.
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40 -

L —

79-16:0 Z11-16:0 16:0

Porcentagem média do componentes

Figura 4. Porcentagem média e respectivo desvio padrédo dos componentes
feromonais de Helicoverpa armigera. (N=12).

Aidentidade dos trés componentes encontrados nas glandulas de fémeas de
H. armigera foi confirmada através da coinjecao em coluna polar (DB-WAX) e
apolar (DB-5) com padrdes auténticos (Figura 5 A e B).

029-16:0

>
@
C16:0

Q
1

Figure 5. Perfil cromatografico da mistura sintética (linha preta) coeluindo
com os componentes presentes no extrato de glandulas de fémeas de Helicoverpa
armigera (linha vermelha). A Injecdo em coluna apolar (DB-5) e B injegdo em coluna
polar (DB-WAX).
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O perfil de fragmentacao obtido no espectrometro de massas para os trés
componentes confirmou a identificacdo quando comparado com o perfil de
fragmentagéo de padrées sintéticos adquiridos comercialmente (Figura 6).

10 35 69
82 9598
j I|h eslil] \IHI i i 121 135 191 207

50 '| 65|11 T T ' U1 129 135 195 207 220
o ‘ 57 6|9 a1 9598 11 121

50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220
Z-9-Hexadecenal

Z11-C16:0

M1 121 135 149154 16316 191196 20 220 2

5
100 o8
H(II 1771
aeg 111 121 135 149154 163168 177182 19119 207 220 238

40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250
Z-11-Hexadecenal

C16:0

1001 43 7 2 6
| W Bz (I el natfps 12300 1z
4 1 I 5 H 93 104 114 129 14 13 166 179 194 207212 222 229
\ | ‘ ! Tes Tos 123 137 151 165 194 22
4

100

40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230
HEXADECANAL
Figura 6. Espectro de massas dos compostos Z9-16:0, Z11-16:0 e 16:0.
Em azul o espectro de massas do padrdao e em vermelho o espectro de massas do
componente extraido das glandulas de fémeas de Helicoverpa armigera da populagao
de Sao Desidério, BA.

Estudos eletrofisiologicos

Os estudos por GC-DEA, mostraram que a antena de machos de H.
armigera responde somente para os componentes Z9-16:0 e Z11-16:0
e que a resposta é dose dependente. Quando as antenas foram testadas
com os extrato natural de glandulas de fémeas, nao se observou resposta
para o composto Z9-16:0 (Figura 7A) e para a mistura sintética com os
componentes na mesma proporgao produzida pela glandula (Figura 7B). No
entanto, quando testou-se uma mistura sintética usando os componentes em
quantidades proximas entre si, a antena respondeu aos dois compostos, Z9-
16:0 e Z11-16:0 (Figura 7C).
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Figura 7. Resposta de antenas de machos de Helicoverpa armigera no
CG-DEA. A. extrato de glandulas abdominais contendo trés os componentes, Z9-
16:0, Z11-16:0 e C16:0, naturalmente produzidos por fémeas da populacdo de Sao
Desidério, BA. B. Solugédo sintética contendo Z9-16:0 e Z11-16:0 na proporgdo em
que o inseto produz. C. Mistura sintética contendo Z9-16:0 e Z11-16:0 em proporgdes
similares.

Estudos comportamentais

Os machos de H. armigera responderam para as fémeas em chamamento no
tunel de vento preferencialmente no periodo da tarde, entre 15:00 e 18:30 (6
a 9 h apés o inicio da fotofase) (Figura 8 A e B). Assim, todos os bioensaios
com as misturas sintéticas foram conduzidas neste horario.

=)
=3

11:00 - 14:00 15:00 - 18:30

a respondendo

Porcentagem de machos de

T t T T
Areal Area2 Area3  Fonte de odor Areal Area2 Area3  Fonte de odor

Area de escolha - Tiinel de vento Area de escolha-Tunel de vento

Figura 8. Resposta de machos em tunel de vento as fémeas de Helicoverpa
armigera em dois periodos diferentes. A. 11:00 as 14:00 e B. 15:00 as 18:30

Quando avaliada a resposta dos machos para uma mistura sintética contendo
dois componentes do feromdnio sexual (Z9-16:0 e Z11-16:0, 97:0.3), 38% dos
individuos pousaram na fonte de odor (Figura 9A). O mesmo foi observado
quando avaliou-se a resposta comportamental de machos de H. armigera
para os volateis emitidos de uma formulagéo comercial, 39% dos individuos
avaliados pousaram na fonte de odor (Figura 9B).
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Figura 9. Resposta de machos de Helicoverpa armigera em tunel de vento
no periodo das 15:00 as 18:30. A. Mistura sintética contendo os compostos (Z9-16:0 e
Z11-16:0 (0.03:97). B. Mistura comercial contendo os compostos Z9-16:0 e Z11-16:0
(0.03:97).

Ao avaliar uma solugdo com os dois compostos (Z9-16:0 e Z11-16:0), em
proporcao diferente da que o inseto produz naturalmente (10:90), 40% dos
machos voaram até a area 3, area onde esta a fonte de odor, e menos de 20%
dos machos pousaram na fonte de odor (Figura 10A). Quando a resposta dos
machos foi avaliada em tunel de vento com uma solugao sintética contendo
os trés componentes identificados na glandula das fémeas, um niumero maior
de insetos (68%) mostrou voo direcionado, mas nenhum deles pousou na
fonte de odor (Figura 10B.)

Para avaliar se o C16:0 tem algum efeito atrativo para os machos, este
composto foi avaliado individualmente no tunel de vento, uma vez que um
maior numero de individuos algou voo quando este componente estava
presente na mistura feromonal. De forma similar ao observado para a mistura
com os trés componentes, metade dos insetos avaliados alcangaram a area 3,
mas nenhum deles pousou na gaiola (fonte de odor). Também foi observado
um numero consideravel de insetos nao responsivos (37.5%), indicando que
este composto ndo € um componente atrativo (Figura 10C).
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Figura 10. Resposta de machos de Helicoverpa armigera em tinel de
vento. A. Solugéo sintética contendo Z29-16:0 e Z11-16:0 na proporgao 10:90. B.
Solugéo sintética contendo Z29-16:0, Z11-16:0 e 16:0 na proporgao 0,3:8,7:1,0. C.
Solugéo sintética contendo somente o0 16:0.

Experimentos de campo

Armadilhas com o feromdnio comercial (T3: Z9-16:0 e Z11-16:0 (0.03:0.97))
capturaram um numero significativamente maior de machos de H. armigera
em relagdo aos outros tratamentos (x> = 318, df =3, P<0.001) (Figura
11A). A analise estatistica mostrou que houve influéncia dos blocos sobre
a captura (y? = 48.69, df =3, P>0.001), mas nao houve efeito na interacdo
bloco:tratamento (> = 12.36, df=9, P=0.194). Quando se avaliaram as
capturas de fémeas, também observou-se um efeito do tratamento (x2= 10.4,
df=3, P<0.02) (Figura 11A), mas nao houve influéncia dos blocos sobre a
captura (¥ =0, df =3, P =1) (Figura 11A), nem na interagédo bloco:tratamento
(x2 = 8.99, df=9, P=0.437) (Figura 11A). Ao considerar o total de adultos de
H. armigera, o tratamento 3 capturou um numero significativamente maior
de individuos (x> = 22.69, df=3, P<0.001) (Figura 11B); No entanto, nado
houve efeito dos blocos na captura (¥ = 11.66, df=3, P=0.008) (Figura 11A)
nem na interagdo bloco:tratamento (y? = 29.47, df=9, P<0.001) (Figura 11A).
Observou-se capturas de adultos de Spodoptera sp. nas armadilhas de todos
os tratamentos. A captura de machos, fémeas ou total de adultos/armadilha
ndo mostrou efeitos significativos dos tratamentos, blocos ou interagao
em nenhum caso. Atragdo cruzada interespecifica também foi observada,
com captura de adultos de Elafria agratina (Noctuidae: Lepidoptera) nas
armadilhas dos quatro tratamentos avaliados. A maioria dos adultos desta
espécie capturados nas armadilhas foram machos e comprovaram-se efeitos
significativos dos tratamentos (y? = 27.385, df=3, P<0.001), dos blocos (y? =
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8.683, df=3, P=003) (Figura 11C) e da interagéo bloco:tratamento (3> = 26.18,
df=9, P=0.002) (Figura 11C). O mesmo ocorreu quando se avaliou o numero
total de insetos capturados: efeito do tratamento y? = 22.689, df=3, P<0.001;
efeito dos blocos (y? = 5.858, df=3, P=0.119); e interagdo bloco:tratamento 2=
29.478, df=9, P=0.002<0.001 (Figura 11C). No entanto, o nimero de fémeas
capturadas nao foi influenciado pelos fatores considerados no experimento
(Figura 11C)

Helicoverpa armigera A
= 16 B Machos M Fémeas
= 14 4
=]
£ 12
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Spodoptera frugiperda B

W Machos W Fémeas

T1 T2 T3 T4

Numero de insetos/armadilha

Elaphria agrotina

B Machos M Fémeas

Numero de insetos/armadilha

R e e B

T1 T2 T3 T4

Figura 11. Numero de insetos capturados nas armadilhas feromonais,
avaliadas no campo de algodao. A. Helicoverpa armigera, B. Spodoptera frugiperda
e C. Elaphria agrotina. Tratamentos: (T1) septo impregnado com 1 mg Z9-16:0, Z11-
16:0, 16:0 na proporgao (0,02: 9,0: 0,08); (T2) septo contendo dois componentes Z9-
16:0, Z11-16:0 (0,03:0,97); (T3) Bioarmigera, um feromonio comercial, (Biocontrole,
Sao Paulo, SP, Brasil); e (T4) controle, septo impregnado com solvente pentano.
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Conclusoes

A producdo de feroménio sexual pelas fémeas da populacdo
brasileira de H. armigera apresentou os trés componentes ja identificados
em outras populagdes, como as da China e da india (Zhang et al., 2012, Anju
et al., 2004). A proporc¢ao dos dois componentes ativos Z9-16:0 e Z11-16:0
identificados na populagao de H. armigera proveniente do oeste na Bahia, foi
similar & encontrada nas populagdes coletadas na China e india (Zhang et
al., 2012, Anju et al., 2004) e a uma populacgéo de Israel (Kehat et al., 1990),
mas diferente das descritas para as populagbes da Russia e da Australia
(Konyukhov, et al 1978, Kevdaras et al.; 2007). Assim, como o observado em
outras populagdes, somente os dois aldeidos insaturados (Z9-16:0 e Z11-
16:0) foram fisiologicamente ativos e parecem influenciar o comportamento
de resposta de atragdo de machos da espécie. Os bioensaios conduzidos em
tunel de vento indicam que o composto 16:0 nao tem efeito atrativo.

Os estudos de campo indicaram que o feromdnio comercial, contendo
os compostos Z9-16:0 e Z11:16:0 na propor¢dao 0,03:0,97, atraiu
significativamente mais machos do que os demais tratamentos avaliados.
As misturas sintéticas nao comerciais ndo mostraram a mesma eficiéncia
na atracdo dos machos de H. armigera, o que sugere que diferencas nas
quantidadestotaisdoscomponentes, suaspropor¢des ounastaxasdeliberagao
entre a formulacado comercial e a sintética produzida para os experimentos de
campo sejam responsaveis pela atragédo diferenciada , consequentemente,
pela diferenca nas capturas nas armadilhas. A formulagdo do tratamento T2
continha dois componentes (Z9-16:0, Z11-16:0) na mesma proporgédo que
a formulagao comercial, logo, esperava-se que os insetos fossem atraidos
para ambas as armadilhas de forma semelhante, o que ndo foi observado.
Estudos envolvendo diferentes concentragdes devem ser conduzidos para
elucidar essas questdes. Um aspecto que deve ser ressaltado, diz respeito
as formulagdes ndo comerciais dos compostos sintéticos que atrairam
mariposas da familia Noctuidae (Spodoptera spp. e E. agrotina). Isto indica
a possibilidade de utilizar armadilhas feromonais para monitorar a presencga
de mais de uma espécie no campo. Esta atragcdo cruzada interespecifica
ocorre porque alguns compostos da mistura feromonal sdo comuns entre
diferentes espécies, embora em proporgoes diferentes. Atracdo cruzada por
feromdnio em Noctuidae € comum em espécies congenéricas, relatada entre
Spodoptera triturata (Walker), S. exempta (Walker) e S. littoralis (Boisduval)
(Khasimuddin e Lubega,1984), S. eridania e S. exigua (Hibner) (Mithchell &
Tumlinson, 1994) e S. cosmioides (Walker) e S. frugiperda (Blassioli-Moraes
et al., 2016).
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