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Resumo

SPERIDIAO, Suelen Virginia Eufrdsio, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de
2020. Efeito da qualidade do macho na resposta ao feromoénio sexual em Tuta
absoluta. Orientador: Eraldo Rodrigues de Lima. Coorientador: Manuel Alejandro Ix
Balam.

A coleta massal é uma das principais técnicas utilizadas para o controle da traca-do-tomateiro
Tuta absoluta. A técnica consiste em utilizar armadilhas e atraentes sintéticos com o pro-
posito de capturar a maior quantidade de machos possivel e manter a populacao abaixo do
nivel de dano economico. Porém, esses resultados nem sempre sao satisfatorios e o sucesso
desta técnica ainda nao foi alcancado em campo e casas de vegetacao. As provaveis falhas
da coleta massal tem sido relacionadas a fatores diversos, como acasalamentos multiplos e
competicao de fémeas com as armadilhas quando em alta densidade populacional. No pre-
sente trabalho, testamos a hipdtese de que machos de T. absoluta com idades (3 e 5 dias) e
estados reprodutivos diferentes (virgem ou acasalados), apresentam uma resposta de atracao
diferente aos componentes sintéticos e ao feromonio sexual natural das fémeas (extrato da
glandula). As avaliagdes comportamentais dos machos foram realizadas em tinel de vento.
Nossos resultados mostraram que a atracao dos machos de T. absoluta nao é afetada pelo
estado reprodutivo do macho, independente de qual seja a natureza do atraente utilizado.
Machos velhos chegam mais rapido ao extrato da glandula enquanto os machos novos tendem
a pousar em maior proporcao nos atraentes artificiais. Assim, prevemos que em um ambiente
de campo os machos jovens seriam coletados em maior nimero nas armadilhas, enquanto
que machos de mais idade estariam acasalando com as fémeas. Os resultados mostram dados
inéditos sobre o comportamento reprodutivo dos machos de T. absoluta e podem estabelecer

novas estratégias para controle dessa praga.

Palavras-chave: Traga-do-tomateiro. Feromonio sintético. Ttinel de vento.



Abstract

SPERIDIAO, Suelen Virginia Eufrésio, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February,
2020. Effect of male quality on sexual pheromone response in Tuta absoluta.
Adviser: Eraldo Rodrigues de Lima. Co-adviser: Manuel Alejandro Ix Balam.

Mass trapping is one of the main techniques used to control the tomato leaf miner Tuta
absoluta. This technique consists of using traps and synthetic attractants with the purpose
of capturing as many males as possible and keeping the population below the level of economic
damage. However, these results are not always satisfactory and the success of this technique
has not yet been achieved in fields and greenhouses. The probable failures of mass trapping
have been related to several factors, such as multiple matings and competition of females with
the traps when in high population density. In the present work, we tested the hypothesis
that males of T. absoluta with different ages (3 and 5 days) and reproductive status (virgin
or mated) present a differential attraction response to the synthetic components and to the
female’s natural sexual pheromone (gland extract). The behavioral assessments of males were
carried out in a wind tunnel. Our results show that the attraction of males of T. absoluta is
not affected by the male’s reproductive status, regardless the nature and the attractant used.
Old males reach the gland extract faster than young males, while young males tend to land
in greater proportion on artificial attractants. Thus, we predict that in a field environment,
young males would be collected in greater numbers in traps, while older males would be
mating with females. The results show unprecedented data on the reproductive behavior of

males of T. absoluta and may establish new strategies to control this pest.

Keywords: Tomato pinworm. Synthetic pheromone. Wind tunnel.
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1 Introducao

Os insetos podem utilizar substancias quimicas para a comunicacao interespecifica e in-
traespecifica. A comunicacao intraespecifica acontece por meio de feromonios, os quais podem
desempenhar diferentes fungoes (Cardé & Minks, 1997; Baker & Vickers, 1997). Em Lepi-
doptera, as fémeas liberam feromonios sexuais para atrair os machos (Cardé & Mafra-Neto,
1997). O macho responde ao chamamento da fémea assim que ocorre a percepcao do fer-
omonio (Witzgall, 1997), e segue a pluma de odor geralmente em zigue-zague contra o vento
(Cardé & Mafra-Neto, 1997).

A resposta do macho ao feromonio sexual depende de uma mistura precisa dos compo-
nentes do feromonio sexual das fémeas. Para componentes multiplos, a proporg¢ao e a relacao
dos componentes é um fator muito importante, e para lepidopteros ja foi estabelecido: de
dois a sete compostos quimicos constituem a natureza do feromoénio sendo um dos consti-
tuintes o componente principal. A proporcao de dois ou mais componentes é para o sinal
quimico uma caracteristica essencial para o reconhecimento de individuos da mesma espé-
cie (Lima & Della Lucia, 2001). Os machos procuram fémeas receptivas em areas onde é
provavel o acasalamento acontecer (Rutkowski & Schwarz, 1990). Encontrar um espaco onde
o feromonio sexual esteja presente depende de como este estimulo foi disperso no ambiente e
de onde se encontra o inseto receptor (Bell & Cardé, 1984).

A percepcao das moléculas do feromonio sexual a longa distancia origina a expressao de
comportamentos caracteristicos nos machos, como antenagao, caminhar movimentando as
asas, levantar voo em zigue-zague, localizagao da fonte de feromonio, pouso préximo ou na
fonte de feromonio, bem como caminhar afanando as asas até encontrar a fémea (Lima &
Della Lucia, 2001). A curta distancia, o macho interage com a mesma levando possivelmente
a copula (Lima & Della Lucia, 2001).

A traga-do-tomateiro Tuta absoluta Meyrick (Lepidoptera: Gelechiidae) é uma das prin-
cipais pragas da cultura do tomate em diversas regioes do mundo (Dominguez et al., 2016)
e de dificil controle (Hassan & Alzaidi, 2009). Para contornar os danos e prejuizos causados
por esses gelequideos (Biondi & Desneux, 2019; Cocco et al., 2012), o desenvolvimento de
técnicas de armadilhamento com o uso de feromonios, em coleta massal, se mostrou uma
alternativa plausivel (Cocco et al., 2012; Aksoy & Kovanci, 2016). A coleta massal consiste
na utilizacao de iscas com atraentes sintéticos ou fémeas com o propédsito de capturar a maior

quantidade de machos possiveis (Bento, 2001; Silva, 2008).
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Os atraentes sintéticos sao formulados utilizando o componente principal do feromonio
sexual de T. absoluta, o acetato de (3E,8Z,11Z)-3,8,11-tetradecatrienila (trieno) ou uma mis-
tura do trieno com o componente minoritério acetato de (3E,8Z)-3,8-tetradecadienila (dieno)
(Attygalle et al., 1995, 1996; Svatos et al., 1996). Ao longo dos ultimos anos, a coleta massal
com feromonio sexual sintético da féemea de T. absoluta foi capaz de diminuir o nimero de
machos em campo onde hé baixas densidades da praga ou em estufas (Cocco et al., 2012;
Aksoy & Kovanci, 2016), porém a infestacdo nao foi contida e seu sucesso ainda nao foi
alcangado em campo (Guedes & Picango, 2012; Aksoy & Kovanci, 2016; Lobo, 2005). As
provaveis falhas do sistema de armadilhamento esté relacionada aos acasalamentos multip-
los no qual tanto machos quanto fémeas acasalam com mais de um parceiro, migracao de
fémeas acasaladas e a competicao de fémeas com as armadilhas quando em alta densidade
populacional (Lobo, 2005).

No presente trabalho testamos a hipotese de que machos de T. absoluta com diferentes
idades (3 e 5 dias) e estados reprodutivos (virgem ou acasalados) apresentam uma resposta
diferencial de atragdo aos componentes sintéticos (trieno e trieno + dieno) e ao feroménio
sexual natural (extrato da glandula). Previmos que machos de 5 dias de idade e acasalados
terao uma maior atracao para compostos sintéticos, enquanto os machos de 3 dias de idade e
virgens, terao uma maior atracao pelo composto natural. As avaliagoes comportamentais dos
machos foram realizadas em tinel de vento e analisamos a importancia dos atraentes antes e
durante o voo a fonte de odor. Os resultados deste trabalho ajudam a explicar as possiveis
falhas da coleta massal, além de orientar novas possiveis estratégias de uso e liberacao de

feromonios.
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2 Material e Métodos

2.1 Criagao de Tuta absoluta

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Semioquimicos e Comportamento de
Insetos da Universidade Federal de Vigosa (UFV), Vigosa, MG, Brasil. Ovos de T. absoluta
depositados em folhas de tomate Solanum lycopersicum L. foram obtidos de criacao massal
do Laboratério de Manejo Integrado de Pragas da UFV. As folhas de tomate com os ovos
foram colocadas em gaiolas de madeira cobertas com tela organza (30x20x30 cm). As lagartas
eclodidas foram alimentadas com folhas de tomate, previamente colocadas em um pote de
vidro com dgua para manter a turgidez, e sempre que necessario novas folhas foram inseridas
na gaiola. Apos a fase larval, as pupas foram retiradas das folhas de tomate, colocadas em
placas de Petri (90x15 mm) e inseridas dentro de novas gaiolas. Os adultos emergidos foram
alimentados com solucao de dgua e acicar a 10%. A populacao de T. absoluta foi mantida
em uma sala de criacao com temperatura de 25 4+ 2 °C, fotofase de 12 h e umidade relativa

de 70 + 5%.

2.2 Obtencao de plantas de tomate

As lagartas de T. absoluta foram alimentadas com plantas de tomate da variedade Santa
Clara. As plantas foram obtidas a partir de semeadura em bandejas plédsticas contendo
substrato para o cultivo de hortalicas. As plantulas, com duas folhas definitivas, foram
transplantadas para vasos de 3L contendo condicionador de solo MecPlant®. Macronutrientes
foram fornecidos a cada 7 dias pelo uso de NPK (10:10:10), conforme especificagoes dos
fabricantes. As plantas foram cultivadas em casa de vegetacao com temperatura de 25 + 2
°C e umidade relativa de 70 & 5%.

2.3 Determinacao da qualidade dos individuos de T. absoluta
2.3.1 Padronizacao do peso de machos e fémeas

O peso de machos e féemeas de T. absoluta foi padronizado conforme a massa pupal,
segundo (Muller et al., 2016) para que nao houvesse influéncia do peso dos insetos nos testes
comportamentais. As pupas foram retiradas das folhas de tomate e sexadas conforme a

localizagdo do poro genital como proposto por (Coelho & Franga, 1987) e pesadas em uma
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balanca analitica SHIMADZU AUW220D. A massa pupal de machos e fémeas utilizados nos
experimentos foi de 1,83 + 0,38 mg e 2,2 + 0,51 mg, respectivamente. Cada intervalo de peso
correspondeu ao valor da média + desvio padrao, estimado a partir do peso de 200 pupas de
cada sexo. As pupas dos machos e das fémeas foram mantidas em salas separadas para que

nao ocorresse habituacao do sistema olfativo dos machos apds a emergéncia dos adultos.

2.3.2 Padronizacao do estado reprodutivo e da idade de machos e fémeas

Pupas de machos e féemeas foram colocadas individualmente em gaiolas plasticas de 70 mL.
Uma das extremidades da gaiola estava coberta com tela organza para permitir a circulacao
de ar. Machos emergidos das pupas foram separados em dois grupos. Um grupo de machos
mantidos virgens e outro grupo de machos que foram acasalados. Cada grupo foi subdividido
em machos com trés e cinco dias de idade. Machos e fémeas de T. absoluta alcancam a
maturidade sexual com 24 h de idade, assim os machos acasalados foram obtidos acasalando
um macho virgem de 24 h de idade com uma fémea virgem da mesma idade. As fémeas
foram utilizadas apenas para modificar o estado reprodutivo dos machos de virgens para
acasalados e, apés a copula, foram devolvidas para as gaiolas de criacao. Desta forma, foram
estabelecidos quatro grupos de machos: (I) machos virgens com trés dias de idade, (II)
machos virgens com cinco dias de idade, (III) machos acasalados com trés dias de idade e
(IV) machos acasalados com cinco dias de idade. Machos e fémeas foram alimentados com
solugao de dgua e agucar a 10% e cada sexo foi mantido em salas separadas da criacao com

fotoperiodo, temperatura e umidade relativa como descritos anteriormente.

2.4 Atraentes

Os atraentes trieno e dieno constituem os componentes maioritario e minoritario, respecti-
vamente, do feromonio sexual de 7. absoluta (Attygalle et al., 1995, 1996; Svatos et al., 1996).
Os atraentes sintéticos trieno e dieno foram adquiridos por intermédio da empresa Shin-Etsu.
Uma solugao estoque 1000 ng/uL foi obtida a partir dos compostos puros e posteriormente
diluida em hexano (grau HPLC, > 97.0%, Sigma-Aldrich) a uma concentragao de 10 ng/uL.
Para chegar & concentracao de 100 ng/ul para os testes comportamentais (Ferrara et al.,
2001), aplicamos 10 pl. com uma micropipeta. A mistura dos atraentes trieno + dieno foi
utilizada em uma proporcao 9:1, respectivamente. Cada grupo de machos de T. absoluta foi
submetido a trés tipos de atraentes: (I) extrato da glandula, (IT) atraente sintético acetato de
(3E,87,117)-3,8,11-tetradecatrienila (trieno) e (III) mistura de trieno com o atraente acetato
de (3E,8Z-3,8)-tetradecadienila dieno.
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2.5 Obtencao do extrato da glandula

O extrato da glandula foi obtido removendo a glandula produtora de feromonio sexual de
fémeas virgens de um dia de idade sob um microscépio estereoscépico Leica EZ4, utilizando
pincas e tesouras cirirgicas. A glandula, localizada no ultimo segmento abdominal, foi ex-
traida entre a tultima hora da escotofase e a primeira hora da fotofase, periodo de maxima
produgao do feromonio sexual (Dominguez et al., 2019). Cinco glandulas de feromoénio sexual
foram extraidas e colocadas em um vial com 20 L de hexano (grau HPLC, > 97.0%, Sigma-
Aldrich) por um periodo de 10 min. Posteriormente, as glandulas foram retiradas e o extrato
mantido em freezer a -18 °C até o uso nos experimentos. Em cada avaliagao comportamental
dos machos de T. absoluta sempre foram extraidas novas glandulas e um equivalente fémea

foi utilizado ao se retirar do extrato uma aliquota de 4 uL.
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3 Teste comportamental

As avaliacoes comportamentais dos machos de T. absoluta foram realizadas em um tiunel
de vento (3x1x1m) (Fig. 1). Em cada avalia¢do os machos foram colocados individualmente
em um tubo de vidro (15x3 cm) com as extremidades cobertas com tela organza, para
permitir o fluxo de ar. O tubo de vidro foi colocado em uma haste fixa localizada a 2 m
de distancia de outra haste com um papel filtro (1,5x1,0 cm) onde foi colocado o atraente.
Préximo ao papel filtro foi estabelecido um raio de 5 cm de forma que machos que chegaram
a esta distancia foram contabilizados como machos que chegaram préximos (5 cm) a fonte
liberadora. No papel filtro foi colocado 10 uL. do atraente sintético (trieno ou trieno + dieno)
ou 1 equivalente-féemea (4 puL) do extrato da glandula, utilizando uma micropipeta. O papel
filtro estava localizado em frente ao ventilador do tunel de vento, permitindo o deslocamento
do feromoénio em diregdo ao macho na extremidade oposta (Fig. 1). Um minuto apds a
aplicacao da fonte de odor, o tubo de vidro contendo o macho foi colocado na haste fixa e o
macho foi liberado na camara do tiinel de vento, sendo avaliado sua chegada e toque a 5 cm da
fonte e toque e pouso na fonte. O tempo gasto por cada individuo em um espago de 2 metros
foram contabilizados para cédlculo da velocidade média dos machos em cada tratamento.

As avaliacbes comportamentais dos machos foram realizadas durante as duas primeiras
horas da fotofase, correspondendo ao pico de comportamento de chamamento das fémeas de
T. absoluta (Silva, 2008). Em um mesmo dia de avaliagao, todos os atraentes foram testados
aleatoriamente para evitar possiveis erros experimentais em decorréncia da possivel variacao
didria de temperatura e umidade relativa e pressdo atmosférica (Pellegrino et al., 2013).
Antes da realizacao dos experimentos, machos e fémeas foram colocados na sala do tunel de
vento por uma hora para aclimatacao dos individuos. Uma fumaca produzida pela reagao
de 4cido cloridrico e amoénia permitiu a observagao e o ajuste da pluma de odor (velocidade
e turbuléncia). A temperatura, umidade relativa e a velocidade do vento foram ajustadas a
25 + 2 °C, 70 + 5% e 0,35 m/s, respectivamente. Os atraentes sintéticos e machos virgens

foram utilizados para o ajuste do tunel de vento antes do inicio dos experimentos.
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Figura 1: Diagrama do tunel de vento utilizado na avaliacao comportamental dos machos de Tuta absoluta. Nos bioensaios
sem chance de escolha o atraente a foi colocado a favor do vento no tiunel. Os machos b foram liberados contra o vento a
partir de um tubo de vidro. ventilador ¢, camara de laminarizacao do vento d, camara de voo do tunel de vento e, exaustor f.
As linhas pontilhadas g representam a pluma de odor percorrida pelos machos. As linhas vermelhas representam a trajetéria
percorrida pelos machos até chegar ao atraente. Os circulos negros no chao do tinel sao um padrao visual para auxiliar a
resposta optomotora. As setas indicam a direcao do vento dentro do tunel.
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4 Analise estatistica

Um modelo linear generalizado (GLM) sob distribuigao de erros Binomial (model.glm1 <
—glm(yn status + idade + fonte,weights = n, family = quasibinomial(), data = dados))
foi construido para testar se a proporcao de machos de T. absoluta que chegaram a 5 cm
da fonte liberadora e se a proporcao dos machos que pousaram na fonte liberadora foram
afetadas pelo estado reprodutivo do macho (virgem ou acasalado), idade dos machos (3 dias
ou 5 dias) e pela natureza do atraente utilizado (trieno, trieno+dieno ou extrato da glandula).

Um modelo linear generalizado (GLM) sob distribui¢do de erros Gaussiana (modl <
glm(velocidade status + idade + fonte,data = dados)) foi construido para testar se a ve-
locidade (cm/s) para chegar a 5 cm da fonte liberadora foi afetada pelo estado reprodutivo
do macho (virgem ou acasalado), idade dos machos (3 dias ou 5 dias) e pela natureza do
atraente utilizado (trieno, trieno+dieno ou extrato da glandula).

Uma anélise de sobrevivéncia ( fitl<-survreg(Surv(tempopou, censorl) status+idade +
fonte)) seguida de um teste de comparacao de pares Log-Rank utilizando a corre¢ao de (Ben-
jamini & Hochberg, 1995) foi realizado para testar se a propor¢ao de machos que chegaram
a 5 cm da fonte liberadora no tempo de 0 a 120 segundos e se a propor¢ao de machos que
pousaram na fonte liberadora no tempo de 0 a 120 segundos foram afetados pelo estado
reprodutivo do macho (virgem ou acasalado), idade dos machos (3 dias ou 5 dias) e pela
natureza do atraente utilizado (trieno, trieno+dieno ou extrato da glandula).

As analises foram realizadas e seguidas de andlises residuais para confirmar a distribuicao
de erros e a adequagao do modelo, utilizando o programa estatistico R (R Development Core
Team, 2014). Os modelos foram reduzidos a medida que as varidveis ndo eram significativas e

para comparar entre um tratamento e outro foi feito uma ANOVA com os modelos reduzidos.
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5 Resultados

5.1 Contato dos machos a 5 cm da fonte liberadora

A proporcao de machos de T'. absoluta que voaram e chegaram a 5 cm da fonte liberadora
nao foi afetada pelo estado reprodutivo (virgem ou acasalado) (Fi.504= 0,0168; p= 0,897) e
pela idade (3 dias ou 5 dias) (F1.594= 3,4695; p= 0,063). Porém, a propor¢ao de machos que
chegaram a 5 cm da fonte liberadora foi afetada pela natureza do atraente utilizado (trieno,
trieno + dieno ou extrato da glandula) (F.503= 11,9133; p< 0,001). Uma menor proporgao
de machos chegou a 5 cm da fonte liberadora utilizando o extrato da glandula comparado com
o composto trieno (Fy.397= 12,097; p= 0,00056). Nao houve uma diferenga na propor¢ao de
machos que chegaram a 5 cm da fonte liberadora utilizando o extrato da glandula comparado
com o trieno + dieno (Fi.392= 12,027; p= 0,00058) e utilizando o trieno + dieno comparado
com o trieno (Fi.307= 0,0002; p= 0,9896) (Figura 2).
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Proporcao de machos que
chegaram a 5 cm da fonte

Trieno Trieno + Dieno Extrato da
glandula

Figura 2: Proporcao de machos de T. absoluta que chegaram a 5 cm da fonte liberadora.
Trieno= componente maioritério acetato de (3E,8Z,11Z)-3,8,11- tetradecatrienila; Dieno=
componente minoritario acetato de (3E,8Z)-3,8- tetradecadienila. A dose utilizada foi 1
equivalente-fémea em cada aplicacao do extrato da glandula. Os nimeros dentro das barras
representam o numero de repeticoes por tratamento. *** indica diferenca entre os tratamen-
tos (p< 0,001); N.S. = néo significativo (ANOVA).



Tabela 1. Valores de p obtidos ao comparar a propor¢ao de machos de T. absoluta que chegam a 5 cm da fonte liberadora em
um tempo de 0 a 120 segundos. M3 = machos de 3 dias de idade; M5 = machos de 5 dias de idade; Trieno= componente maior-
itario acetato de (3E,87,117)-3,8,11-tetradecatrienila; Dieno= componente minoritario acetato de (3E,87Z)-3,8-tetradecadienila.

* indica valores significativamente diferentes utilizando a corre¢ao de Benjamini & Hochberg (1995).

M3 - M5 - M3 - M5 - M3 -
Trieno Trieno  Trieno + Dieno Trieno + Dieno Extrato da glandula
M5 - Trieno 0,649 - - - -

M3 - Trieno + Dieno 0,741 0,741 - - -

M5 - Trieno + Dieno 0,649 0,921 0,741 - -
M3 - Extrato da glandula 0,274 0,714 0,598 0,678 -
M5 - Extrato da glandula 0,0001 * 0,0001 * 0,0057 * 0,009 * 0,0551

iré
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5.2 Tempo gasto pelos machos para chegar a 5 cm da fonte liber-

adora

A proporcao de machos que chegaram a 5 cm da fonte liberadora no tempo de 0 a 120
segundos nao foi afetada pelo estado reprodutivo do macho (virgem ou acasalado) (x*.504=
3935,58; p= 0,888). Porém, a proporgao de machos que chegaram a 5 cm da fonte liberadora
no tempo de 0 a 120 segundos foi afetada pela idade do macho (3 dias ou 5 dias) (x%}.503=
3930,14; p= 0,019) e pela natureza do atraente (trieno, trieno + dieno ou extrato da glandula)
(x%1.502= 3916,75; p= 0,00025) (Figura 3). Quando a fonte liberadora estava carregada com
extrato de glandula os machos mais velhos chegaram a 5 cm da fonte em maior nimero que
os machos jovens em um tempo determinado. Por volta de 90 s todos os machos atraidos por
fonte natural ja haviam chegado a 5 cm da fonte, enquanto que para os atraentes artificiais

somente apos 110 s.
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Figura 3: Proporcao de machos de 7. absoluta que chegaram a 5 cm da fonte liberadora em
um tempo de 0 a 120 segundos. M3= machos de 3 dias de idade; M5= machos de 5 dias
de idade. Trieno= componente maioritario acetato de (3E,8Z,117)-3,8,11-tetradecatrienila;
Dieno= componente minoritario acetato de (3E,8Z)-3,8-tetradecadienila.
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5.3 Velocidade dos machos para chegar a 5 cm da fonte liberadora

A velocidade (cm/s) para chegar a 5 cm da fonte nao foi afetada pelo estado reprodutivo
do macho (virgem ou acasalado) (Fi.336 = 3,0193; p = 0,08320) ou pela idade (3 dias ou 5
dias) (Fi334 = 1,6222; p = 0,20367). Porém, a velocidade (cm/s) dos machos para chegarem
a b cm da fonte foi afetada pela natureza do atraente (trieno, trieno + dieno e extrato da

glandula) (Fi.335 = 3,989; p = 0,047) (Figura 4).
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Figura 4: Velocidade (cm/s) dos machos de T. absoluta para chegar a 5 cm da fonte lib-
eradora. Trieno = componente maioritério acetato de (3E,8Z,117)-3,8,11-tetradecatrienila;
Dieno = componente minoritario acetato de (3E,8Z)-3,8-tetradecadienila. Os nimeros dentro
das barras representam o ntmero de repeticoes por tratamento. * indica diferenca entre os
tratamentos (p<0,05) (ANOVA).
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5.4 Pouso dos machos na fonte liberadora

A proporcao de machos de T. absoluta que pousaram na fonte liberadora nao foi afetada
pelo estado reprodutivo do macho (virgem ou acasalado) (Fi.594 = 0,0009; p = 0,97609).
Porém, a proporcao de machos que pousaram na fonte liberadora foi afetada pela idade dos
machos (3 dias ou 5 dias) (Fy,504 = 5.3781; p = 0,020) (Figura 5) e pela natureza do atraente
utilizado (trieno, trieno + dieno ou extrato da glandula) (F 593 = 6,4212; p = 0,011) (Figura
6). Uma menor propor¢ao de machos pousaram na fonte liberadora utilizando o extrato da
glandula comparado com o composto trieno (Fi.397 = 5,5852; p = 0,018) e com o trieno +
dieno (Fi.302 = 4,3132; p = 0,038) (Figura 6). Nao houve uma diferenga na proporgao de
machos que pousaram na fonte liberadora utilizando o trieno + dieno comparado com o trieno
(F1.397 = 0,0757; p = 0,783 (Figura 6). Os machos mais jovens chegam mais diretamente na

fonte com o componente principal (trieno) em relagdo aos machos com mais idade (Figura

5).
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Figura 5: Proporcao de machos de T. absoluta de 3 e 5 dias de idade que pousaram na
fonte liberadora. Os numeros dentro das barras representam o nimero de repetigdes por
tratamento. * indica diferenga entre os tratamentos (p<0,05) (ANOVA).
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Figura 6: Proporcao de machos de T. absoluta que pousaram na fonte liberadora. Trieno
= componente maioritario acetato de (3E,87,117)-3,8,11- tetradecatrienila; Dieno = compo-
nente minoritario acetato de (3E,87)-3,8- tetradecadienila. Foi utilizado 1 equivalente-fémea
em cada aplicacao do extrato da glandula. Os nimeros dentro das barras representam o
nimero de repetigoes por tratamento. Os * indicam diferencas significativas entre tratamen-
tos (*= p<0,05; ***= p< 0,001); N.S. = néao significativo (ANOVA).
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5.5 Tempo gasto pelos machos para pousar na fonte liberadora

A proporcao de machos que pousaram na fonte liberadora no tempo de 0 a 120 segundos
nao foi afetada pelo estado reprodutivo (virgem ou acasalado) (x?;.503= 1642,359; p= 0,9967) e
pela idade dos machos (3 dias ou 5 dias) (x%1.502= 1639,080; p = 0,07017). Porém, a proporgao
de machos que pousaram na fonte liberadora no tempo de 0 a 120 segundos foi afetada pelas
fontes artificiais (trieno, trieno + dieno) e extrato da glandula (x?1.593 = 1638,358; p= 0,0455)
(Figura 7). Nos primeiros 10 s cerca de 75% dos machos testados contra o extrato de glandulas
ja haviam pousado na fonte, enquanto que somente 50% quando testados com o trieno ou o
trieno+dieno. Em 30 s todos os machos do experimento com extrato de glandulas ja haviam

chegado a fonte, enquanto que para os compostos sintéticos sé o fizeram apds 50 s.
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Figura 7: Proporcao de machos de 7. absoluta que pousaram na fonte liberadora em um
tempo de 0 a 120 segundos. Trieno = componente maioritario acetato de (3E,87,117)-3,8,11-

tetradecatrienila; Dieno = componente minoritario acetato de (3E,8Z)-3,8-tetradecadienila.
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6 Discussao

A natureza do atraente utilizado afeta a proporcao de machos de T. absoluta que chegam a
5 cm da fonte liberadora, sem importar o estado reprodutivo e idade dos machos. Isto sugere
que a resposta dos machos para chegar na fonte liberadora é dependente da deteccao dos
componentes utilizados (Lima & Della Lucia, 2001). O componente maioritario do feroménio
sexual de T. absoluta é capaz de induzir os comportamentos de pré-cépula e atrair os machos
na fonte liberadora, sendo comumente utilizado como tnica fonte atraente na coleta massal
(Lima & Della Lucia, 2001; Attygalle et al., 1996; Ferrara et al., 2001). (Svatos et al.,
1996) encontraram em experimentos em tunel de vento que o componente maioritdrio com
acréscimo do componente minoritario é mais atrativo aos machos do que apenas o componente
maioritario ou féemeas virgens. Porém estudos em campo sugerem que a adicao do componente
minoritario nao favorece o aumento de capturas de machos de T. absoluta (Michereff Filho
et al., 2000). Este resultado refor¢a que a adi¢do do componente secundario nao afeta a
proporgao dos machos que chegaram préximos (5 cm) da fonte liberadora.

(Lobo, 2005) observou que fémeas sao capazes de realizar acasalamentos préximos as
armadilhas, colocando em questionamento o poder das formulacoes que utilizam apenas o
componente maioritario. Esse fato sugere que o feromonio sexual liberado pelas femeas de T.
absoluta pode ser mais atrativo para os machos do que os atraentes sintéticos. Porém, nossos
resultados mostram que os atraentes artificias com 1 ou 2 componentes atraem uma maior
proporc¢ao de machos para a fonte liberadora em comparagao com o extrato da glandula, evi-
denciando que machos de T. absoluta conseguem distinguir e escolher por fontes de feromonio
sexual. Ha varias explicagoes alternativas possiveis para a diferenca entre os experimentos
usando atraentes sintéticos e extratos das glandulas. Primeiro, a concentragao do atraente
natural utilizando-se apenas um equivalente fémea pode nao ser suficiente para atrair os
machos a fonte liberadora (Ferrara et al., 2001). Segundo, os extratos das glandulas foram
obtidos extraindo a glandula produtora de feromonio da femea de T. absoluta, portanto, o
extrato da glandula poderia degradar com o passar das horas perdendo suas propriedades
atrativas, embora esta segunda alternativa seja a menos provavel, pois o cuidado ao se extrair
as glandulas no mesmo dia em que seriam usadas garantia a qualidade do contetdo glandular.

A orientagao do macho em direcao a fonte comeca com a percepgao do odor por recep-
tores localizados nas antenas (Schneider, 1964). Nas antenas sdo encontradas sensilas que sao

areas com células nervosas sensoriais (Schneider, 1964) responsaveis por captar o estimulo e
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direcioné-los ao cérebro (Hildebrand & Riiegsegger, 1997). No cérebro, neuronios especificos
codificam informacoes sobre a qualidade e quantidade do estimulo. Alguns desses neuronios,
respondem de forma igual a varios componentes do feromonio e nao discriminam um compo-
nente do outro. Ja outros neuronios considerados especialistas em feromonios discriminam
facilmente os componentes (Hildebrand & Riiegsegger, 1997). Machos de T. absoluta pos-
suem o dobro de sensilas trichodea que as fémeas (Bawin et al., 2017). Tais sensilas trichodea
estao associadas a percepcao de feromonios sexuais e sao importantes para a localizacao de
parceiros para o acasalamento (Schneider, 1964).

A percepgao da fonte de odor pode variar com a idade (Lima & Della Lucia, 2001).
Por exemplo, machos de Trichoplusia ni diminuem a resposta antenal a fontes de feromonio
sexual com o avancar da idade (Seabrook et al., 1987). Apesar de se esperar que a resposta
antenal diminua com a idade, o macho de 5 dias foi capaz de perceber e ser mais criterioso
escolhendo a fonte natural. A fonte natural por ser proveniente de uma extragao onde nao
apenas a glandula é retirada mas também partes do abdomen da fémea e escamas, fazendo do
extrato semelhante as fémeas (Hickel et al., 1991), pode ter sido favorecida em detrimento as
outras fontes liberadoras. Além disso, machos com 5 dias de idade podem nao ser tao velhos
a ponto de apresentarem perdas sensoriais dado que machos de T. absoluta sobrevivem cerca
de 7,5+3,2 dias quando alimentados (Coelho & Franca, 1987). Porém, em experimentos pré-
testes observamos que machos de T. absoluta nao conseguiam voar no tunel de vento quando
tinham idade superior a 5 dias.

A velocidade dos machos de T. absoluta para chegar aos atraentes foi calculada a partir
da variagao do espago (AS= S - So) e do tempo (At=t - to) gasto no percurso, considerando
que os machos partiram do repouso (So = 0 cm/s e to = 0 8) e o espago final igual a 200
cm (S = 200 cm - espago entre o liberador e a fonte atraente). A velocidade dos machos foi
afetada pela natureza do atraente em um cenario onde os machos foram mais velozes quando
expostos ao extrato da glandula comparado ao trieno e trieno+dieno. A velocidade com que
chegaram préximos (5 cm) da fonte é inversamente proporcional ao tempo gasto para tal
tarefa e assim quanto maior o tempo, menor ¢ a velocidade (v = AS/At).

O tempo que os machos levam para chegar a fonte pode variar desde a trajetoria retilinea
até em zigue-zague (reversoes sucessivas laterais da trajetoria) contra a pluma de odor. O
zigue-zague pode se alargar (aumentando assim o AS e consequentemente gastando mais
tempo para atingir a fonte) quando um componente do feromonio é apresentado mais baixo
que a taxa natural (Hagaman & Cardé, 1984). Provavelmente, machos de T. absoluta tiveram
uma menor velocidade quando se dirigiram as fontes artificiais porque demoraram mais

tempo na pluma de odor formada pelos atraentes sintéticos e provavelmente por aumento
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nas manobras em zigue-zague. Desta forma, na presenca do extrato da glandula os machos
podem seguir uma trajetéria mais proxima da linear.

(Lobo, 2005) observou que uma maior propor¢ao de machos virgens foi capturada em
armadilhas com apenas o componente principal (trieno) enquanto que armadilhas com dois
componentes (trieno+dieno) e extrato da glandula capturaram valores proximos. Nossos
resultados demonstram que o estado reprodutivo nao influencia a proporc¢ao de machos de T.
absoluta que pousam na fonte liberadora. Porém a idade é um fator importante, uma vez que
machos jovens (M3) preferem pousar na fonte artificial (trieno) enquanto que machos mais
velhos (M5) preferiram pousar na fonte com extrato da glandula. Em campo, é mais provavel
encontrar machos virgens jovens que machos virgens velhos, visto que o periodo refratéario
(intervalo entre cépulas) dos machos é curto (Lee et al., 2014; Silva, 2008) e ficam disponiveis
mais cedo para acasalar que as fémeas. A maturacao sexual em 7T. absoluta se inicia 24h
apds a emergéncia tanto para machos quanto para fémeas (Silva, 2008), o que indica que
os machos estao aptos a acasalar apds a emergéncia. Como a fase adulta é muito curta, os
machos utilizam a maior parte do tempo na procura de fémeas para acasalar (Ringo, 1996).

Machos de T. absoluta pousam mais rapido no extrato da glandula que nos atraentes
trieno e trieno+dieno. Isso sugere que as fémeas terao a vantagem na competicao porque
independente do estado reprodutivo (virgem ou acasalado) e idade (3 dias ou 5 dias), os
machos chegarao primeiro nas fémeas do que nas armadilhas. Além disso, os machos sao
aptos ao reacasalamento com maior frequéncia que as fémeas (Silva, 2008) e a probabilidade
de troca de fémeas a cada acasalamento é alta devido a preferéncia por fémeas com bons
atributos (Johnson & Hubbell, 1984; Wedell et al., 2002; Bonduriansky, 2001). Portanto, é
provavel que um macho capturado nas armadilhas ja tenha acasalado previamente. Neste
cenario, nossos resultados mostram que possivelmente a técnica de coleta massal nao tera a
afetividade desejada pois os machos retirados da populacao nao serao contabilizados como

redutores parciais da reducao de oviposicao pelas fémeas.
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7 Conclusoes

Nossos resultados mostram que a atracao do macho de T. absoluta nao é afetado pelo
estado reprodutivo do macho, independente de qual seja a natureza do atraente utilizado.
Machos velhos chegam mais rapido ao extrato da glandula enquanto os machos novos tendem
a pousar em maior propor¢ao nos atraentes artificiais. Assim, prevemos que em um ambiente
de campo os machos jovens seriam coletados em maior nimero nas armadilhas, enquanto
que machos de mais idade estariam acasalando com as fémeas. Os resultados mostram
dados inéditos sobre o comportamento reprodutor dos machos de 7. absoluta bem como suas
escolhas em relacao as femeas e desta forma, novas estratégias de controle dessa praga podem

ser estabelecidas.
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