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RESUMO

MARTINS, Lizandra de Fatima. Atracdo de adultos de Sphenophorus levis Vaurie, 1978
(Coleoptera: Curculionidae) a vinhaca da cana-de-acUcar e identificacdo dos seus
compostos volateis. 2018. 63 f. Dissertacdo (Mestrado em Sanidade, Seguranca Alimentar e
Ambiental no Agronegécio) — Instituto Bioldgico, Agéncia Paulista de Tecnologia dos
Agronegocios, Secretaria de Agricultura e Abastecimento do Estado de Sdo Paulo, S&o Paulo,
2018.

A vinhaga, um residuo da producdo do etanol a partir da cana-de-acucar, é
empregada na fertirrigacdo para o desenvolvimento dessa mesma cultura. A expansdo de
novas areas para o cultivo da cana-de-aglcar no Brasil tem provocado o crescimento
populacional de Sphenophorus levis Vaurie, 1978 (Coleoptera: Curculionidae), praga primaria
e limitante da cultura. Além disso, suspeita-se que a vinhaca aplicada nos campos de cana
pode liberar compostos volateis que sejam atrativos para este inseto, porém poucos estudos
foram realizados até o0 momento. Objetivou-se investigar a resposta olfativa de adultos de S.
levis a vinhaca. Para isso foram realizados os seguintes estudos em condicdes de laboratério:
Avaliacdo da resposta olfativa a vinhaca, melago, colmo de cana e agua residuéria; avaliacdo
da resposta olfativa a vinhaca em diferentes volumes, comparada ao colmo de cana em
comprimentos variados; avaliagdo da resposta olfativa aos compostos da vinhaca em trés
diluicdes, ambos com o uso de olfatdmetros de duas vias; e identificacdo da estrutura quimica
dos compostos volateis da vinhaca por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (GC-MS). Também foram realizados dois estudos em campo para avaliacdo da atracdo
de S. levis a vinhaca em hidrogel, vinhaca in natura e colmo de cana. As respostas olfativas
dos insetos machos e fémeas apresentaram as mesmas tendéncias para os diferentes atrativos
testados. A vinhaca foi atrativa para S. levis em condicGes de laboratério. O uso da vinhaca
em hidrogel ndo foi atrativo para os insetos em campo, mas a vinhaca in natura foi atrativa,
de acordo com os resultados obtidos em laboratério. O colmo foi mais atrativo que a vinhaca
em condigdes de campo, e colmo + vinhaga nédo diferiu significativamente do colmo testado
isoladamente. Os volateis detectados na vinhaca foram acidos organicos carboxilicos, alcoois
primarios e terpeno. O &cido propanoico foi o composto volatil de maior intensidade presente
na vinhaca. O Mix 1000 ppm de componentes quimicos foi atrativo para S. levis . O estudo é
0 primeiro a confirmar a atratividade da vinhaca para adultos de S. levis e 0os compostos
volateis atrativos, destacando ainda mais esse subproduto como um dos responsaveis pelas
maiores infestacbes do inseto no campo. Pode-se sugerir novos estudos em laboratério e
campo visando avaliar combinacdes entre feromonio, isca tradicional de cana-de-agUcar e
compostos volateis na busca de novas tecnologias para monitoramento e controle de S. levis.

PALAVRAS-CHAVE: Resposta olfativa. Semioquimicos. GC-MS. Subproduto.



ABSTRACT

MARTINS, Lizandra de Fatima. Attraction of adults of Sphenophorus levis Vaurie, 1978
(Coleoptera: Curculionidae) to the vinasse of sugarcane and identification of its volatile
compounds. 2018. 63 f. Dissertacdo (Mestrado em Sanidade, Seguranca Alimentar e
Ambiental no Agronegécio) — Instituto Bioldgico, Agéncia Paulista de Tecnologia dos
Agronegocios, Secretaria de Agricultura e Abastecimento do Estado de Sao Paulo, Sao Paulo,
2018.

The vinasse, a residue from ethanol production from sugarcane, is employed in
the fertirrigation for the development of this same crop. The expansion of new areas for the
cultivation of sugarcane in Brazil has caused the population growth of Sphenophorus levis
Vaurie, 1978 (Coleoptera: Curculionidae), primary and limiting pest of the crop.
In addition, it is suspected that vinasse applied in sugarcane fields may release volatile
compounds that are attractive to this insect, but few studies have been conducted so far. The
objective was to investigate the olfactory response of S. levis adults to vinasse. For this the
following studies were carried out under laboratory conditions: Evaluation of the olfactory
response to vinasse, molasses, cane stalk and wastewater; evaluation of the olfactory response
to vinasse in different volumes, compared to cane stalk in varied lengths; evaluation of the
olfactory response to vinasse compounds in three dilutions, both with the use of two-way
olfactometers; and identification of the chemical structure of volatile vinasse compounds by
Gas chromatography—mass spectrometry (GC-MS). Two field studies were also carried out
for the evaluate the attraction of S. levis to vinasse in hydrogel, vinasse in natura and cane
stalk. The olfactory responses of the male and female insects showed the same tendencies for
the different attractives tested. Vinasse was attractive for S. levis under laboratory conditions.
The use of the vinasse in hydrogel was not attractive for the insects, but the vinasse in natura
was attractive, according to the results obtained in the laboratory. The stalk was more
attractive than the vinasse in field conditions, and stalks + vinasse did not differ significantly
from stalk tested alone. The volatiles detected in the vinasse were organic carboxylic
compounds, primary alcohols and terpene. Propanoic acid was the highest volatile compound
present in the vinasse. The 1000 ppm chemical component mix was attractive for S. levis. The
study is the first to confirm the attractiveness of vinasse to adults of S. levis and attractive
volatile compounds, further highlighting this byproduct as one of the responsible for the
largest infestations of the insect in the field. New laboratory and field studies can be
suggested to evaluate combinations of pheromone, traditional sugarcane bait and volatile
compounds in the search for new technologies for monitoring and control of S. levis.

KEYWORDS: Response olfactive. Semiochemicals. GC-MS. Byproduct.
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1. INTRODUCAO

O setor sucroenergético do Brasil representa o atual cenario da atividade
canavieira, com grande importancia para o agronegécio brasileiro e para a economia mundial.
Segundo a CONAB (2018) o pais se destaca como o maior produtor mundial da cana-de-
acucar, com uma estimativa de producao para a safra 2018/19 de 625,96 milhGes de toneladas
e area colhida de 8,61 milhGes de hectares. Dispde de um altissimo nivel de investimentos
tecnoldgicos para a producdo e processamento da cana, devido & demanda nacional e
internacional por seus subprodutos, principalmente agucar e etanol.

As usinas de acucar e etanol sdo as grandes responsaveis por todo
beneficiamento, desde producdo inicial a comercializacdo dos subprodutos. Existem
aproximadamente 411 unidades produtoras distribuidas em 23 Estados brasileiros, sendo o
Estado de Sdo Paulo o maior produtor nacional em area plantada e colhida de cana-de-agucar.
Para Sdo Paulo, a estimativa de producdo ¢é de 337,24 milhGes de toneladas, onde 172 usinas
estdo situadas em seu territorio, equivalente a 41,8% (NOVACANA, 2018).

A producéo do etanol brasileiro oriundo da cana-de-aglcar tem se expandido,
visto que é uma alternativa de biocombustivel favoravel para o meio ambiente, onde a
producdo de maior relevancia foi na safra 2015/16 atingindo 30,46 bilhdes de litros. Para a
safra 2018/19 ha uma estimativa de reducdo para 28,16 bilhdes de litros, devido uma
preferéncia de mercado pelo acicar (CONAB, 2018).

Em relagdo ao processo industrial do etanol, uma das etapas para a sua
obtencdo denomina-se “destilacdo fracionada do caldo de cana-de-agticar”. Nesta etapa,
especificamente é gerado um efluente liquido, conhecido como vinhaca, de aspecto marrom
escuro com um odor forte e caracteristico, rica em nutrientes e matéria organica. A cada litro
de etanol produzido, em média 13 litros de vinhaca sdo gerados (PAULINO et al., 2011). A
vinhaca € empregada no setor agricola através da fertirrigacdo para o desenvolvimento da
propria cana-de-acucar. Essa pratica compreende-se um destino adequado para este residuo,
além da minimizacdo do consumo de agua e fertilizantes em campo (ROBLES-GONZALEZ
et al., 2010; VIEIRA, 1986). Além disso, a fermentacdo da vinhaca junto com a matéria
organica do solo tem promovido melhorias na atividade microbiana do solo (Wei et al. 2015).

A expansdo de novas areas com cultivos da cana-de-agUcar proporciona 0O
aumento populacional de pragas agricolas, entre elas, Sphenophorus levis Vaurie, 1978
(Coleoptera: Curculionidae), inseto de solo conhecido popularmente como bicudo-da-cana ou
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gorgulho da cana-de-agtcar. E uma praga primaria e limitante da cultura, onde a fase larval
compromete todo o desenvolvimento da planta com construgbes de galerias no rizoma,
ocasionando perdas de até 25 t.ha-t. ano-! (PRECETTI; ARRIGONI, 1990). A ocorréncia
inicial dessa espécie no Brasil foi catalogada no ano de 1978 em Curitiba, PR e no ano de
1983 a praga foi encontrada em cana-de-agUcar na regido de Piracicaba, SP (VAURIE, 1978).

De acordo com Stingel et al. (2010) o inseto se encontra em mais de 124
municipios paulistas, além de outros estados brasileiros. Provavelmente, a ocorréncia em
novas areas e aumento de infestagdes do S. levis se deve a dispersdo de mudas retiradas de
locais infestados. Além disso, Precetti e Arrigoni (1990) observaram que em areas de cana
com aplicacdo de vinhagca h& um aumento da ocorréncia do S. levis, levantando
guestionamentos e hipdtese de que a fermentacdo da vinhaca possa liberar compostos
quimicos volateis que sdo atrativos para o inseto.

Para o estudo desta hipétese, olfatbmetros de duas vias podem ser utilizados
para determinar a resposta olfativa de adultos de S. levis para os semioquimicos (compostos
volateis) liberados pela vinhaca. Além disso, as estruturas quimicas dos compostos volateis
responsaveis pela resposta do inseto podem ser determinadas atraves de técnicas de
espectrometria de massas acopladas a cromatografia gasosa (GC-MS) (ZHAO et al., 2013).

Assim, o presente estudo buscou investigar a resposta olfativa de adultos de S.
levis a vinhaca em laboratdrio, avaliar a resposta olfativa também a diferentes volumes de
vinhaca e diferentes comprimentos de colmo, avaliar em campo o efeito de combinacdes
envolvendo a vinhaca formulada em hidrogel e in natura com o colmo de cana, identificar os
compostos volateis da vinhaca por GC-MS e além disso, avaliar a resposta olfativa a mistura
dos compostos da vinhaga. Dessa forma, permitindo compreender a razdo para maiores
infestacdes de S. levis em areas com aplicacfes de vinhaca, ainda auxiliando na descoberta de
semioquimicos com potenciais para uso o monitoramento, captura ou controle de S. levis em

campo.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Investigar a resposta olfativa de adultos de Sphenophorus levis a vinhaca da

cana-de-acgucar.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar a resposta olfativa de adultos de S. levis a vinhaca, melaco, colmo de cana-de-
acucar e agua residuéria, em condicdes de laboratorio;

e Avaliar a resposta olfativa de adultos de S. levis a vinhaca em diferentes volumes,
comparada ao colmo de cana em comprimentos variados, em condicdes de laboratorio;

e Avaliar a atracdo de S. levis a vinhaca, em condicdes de campo;

¢ ldentificar a estrutura quimica dos compostos volateis da vinhaca;

e Avaliar a resposta olfativa de S. levis aos componentes quimicos identificados na

vinhaca, em condicdes de laboratorio.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 A cultura da cana-de-acgucar

A cana-de-agUcar pertence ao grupo das gramineas, da familia Poaceae e
género Saccharum que abrange varias espécies, os cultivos geralmente sdo com plantas
hibridas. Existem muitas teorias da origem da cana-de-agUcar, acredita-se que ela seja nativa
das ilhas do arquipélago da Polinésia e que tenha se expandido com o desenvolvimento
humano, na qual foi trazida para o Brasil logo ap6s a chegada dos portugueses, em 1520
(MIRANDA, 2008; FIGUEIREDO, 2008). O Brasil é considerado o maior produtor mundial
de cana-de-acUcar e de seus derivados, sequido pela india e China (FAO, 2015).

A cana-de-acucar € uma cultura semi-perene, podendo produzir de cinco a sete
anos, com até trés safras anuais, facil de ser implantada, com baixo custo de manutencdo e de
propagacgdo vegetativa por meio de colmos que contém gemas axilares, onde se da a formacéo
de uma nova planta (SCARPARI; BEAUCLAIR, 2008). O colmo € formado por né e entrends,
cada entrend acumula seu préprio aclcar, com valores de sacarose mais elevados na direcédo
do centro do colmo (ALEXANDER, 1973). A cana possui uma caracteristica muito
significativa para a sua produtividade, um processo de perfilhamento que emite brotagdes,
colmos ou hastes laterais que sdo denominadas de perfilhos (SUGUITANI; MATSUOKA,
2001).

Os fatores indispensaveis para o desenvolvimento da cultura como luz,
temperatura, umidade do solo e nutrientes devem ser manejados corretamente com um
conjunto de praticas que incluem espacamento, profundidade, época de plantio, época de corte
e controle de pragas (ALEXANDER, 1973). O primeiro plantio do canavial recebe o nome de
cana-planta, ap6s 0s sucessivos cortes recebe o0 nome de cana-soca até completar o ciclo da
cana plantada, posteriormente, realiza-se a reforma do canavial com um novo plantio ou
rotacdo de culturas (BOLONHEZI; PEREIRA, 1999).

A canavicultura no Estado de Sdo Paulo passou por transicdo de colheita da
cana queimada para a colheita da cana crua, regulamentada pela lei estadual n°® 11.241/2002
que proibe a queima do canavial pré-colheita (RIBEIRO; FICARELLI, 2010). A queima da
palhada era uma pratica que facilitava os trabalhadores no corte manual para a colheita da
cana queimada e com o aumento de areas com a cana crua aumentou também a colheita
mecanizada. Porém, a permanéncia da palhada no campo criou-se um ambiente propicio para
0 desenvolvimento e aumento populacional de pragas de solo (DINARDO-MIRANDA,;
FRACASSO, 2013).
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Embora o Brasil seja 0 maior produtor da cana-de-aglcar, ha uma queda de
produtividade entre as safras. Dentre os fatores de afetacdo, as pragas agricolas sdo as que
causam dano econémico para a cultura, com a capacidade de comprometer indices
quantitativos como TCH (Tonelada de Cana por Hectare) e indices qualitativos como ATR
(Acucar Total Recuperado). Conforme o aumento de &reas para o plantio de cana ocorre o
aumento proporcional de problemas relacionados com pragas, visto uma maior
disponibilidade de alimento para estes insetos (ALMEIDA, 2005).

No pais, existem diversas espécies de insetos associadas a cultura da cana-de-
acucar, as mais conhecidas sdo as que trazem severos prejuizos a cultura quando néo
manejados. Alguns exemplos encontra-se a broca-da-cana Diatraea saccharalis (Fabricius,
1794) (Lepidoptera: Crambidae) e broca-gigante Telchin licus (Druryn, 1773) (Lepidoptera:
Castiniidae), ambas se alimentam do colmo, causando perda de peso e facilitando a infeccéo
por microrganismos (BOTELHO; MACEDO, 2002; VILLAS BOAS; ALVES, 1988).
Cigarrinha-das-raizes Mahanarva fimbriolata (Hemiptera: Cercopidae) que ataca raizes e
folhas, se alimentando da seiva da planta, refletindo em perdas na produtividade e qualidade
da matéria-prima (ALMEIDA; STINGEL; ARRIGONI, 2008).

Os insetos de solo que atuam na cultura s&o considerados importantes e
necessitam de uma atencdo maior, de maneira geral sdo dificeis de serem controlados. Ndo ha
uma visualizagdo direta desses insetos no campo, por se desenvolverem no solo, mas a
presenca se nota pelos danos e sintomas que a planta apresenta (DINARDO-MIRANDA,
2008). Os principais insetos com habitos subterraneos sao: cupins dos géneros Heterotermes
(Isoptera: Rhinotermitidae), Procornitermes (Isoptera: Termitidae) e Neocapritermes
(Isoptera: Termitidae); besouro da raiz da cana-de-aclicar Migdolus fryanus (Westwood,
1986) (Coleoptera: Cerambycidae); e bicudo-da-cana S. levis (Coleoptera: Curculionidae).

Em geral, as pragas da cana-de-actcar ocorrem em mais de 14,9 mil hectares
em todo territorio brasileiro e ocasionam prejuizos anuais para o setor sucroenergético no total
de R$ 6,7 bilhdes (Palestra) .

! ALMEIDA, L. C. Pragas de solo da cultura da cana-de-aclcar, Jaboticabal, 14 jul 2017.
Palestra ministrada no XI Curso de Inverno em Entomologia Agricola — UNESP.
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3.2 Aspectos bioecologicos de S. levis
3.2.10vo

As fémeas adultas ovopositam na base das brotagdes ou no nivel do solo, ap6s
perfurarem a casca do colmo com as mandibulas. Geralmente ovopositam 40 a 70 ovos ao
longo do ciclo, sendo um ovo por dia ou até mesmo por semana, onde 75% sdo depositados
na primeira metade da vida. No momento da postura 0s ovos possuem uma coloracdo branco-
leitosa e quando estdo proximos a eclosdo das larvas tornam-se amarelo-escuros, sdo de forma
eliptica e com aproximadamente 0,27 mm + 0,004 mm de comprimento e 0,10 mm + 0,012
mm de largura (Figura 1). O periodo de incubacdo esta entre 7 a 12 dias (DEGASPARI et al.,
1987; PRECETTI; ARRIGONI, 1990).

Figura 1. Ovos de Sphenophorus levis. (A) Ovo de postura recente. (B) Ovo préximo a ecloséo da larva.
Fonte: Costa, V. A.

3.2.2 Larva

As larvas se desenvolvem no interior dos colmos, sdo apodas, possuem
mandibulas desenvolvidas e se locomovem apoiando nas galerias abertas para se alimentarem.
Em campo, a larvas podem ser encontradas nos meses de maio a julho (DEGASPARI et al.,
1987). Apresentam manchas castanho-escuros sobre 0 dorso e no primeiro segmento toracico
ligado a cabeca, além de visiveis espiraculos no abdome (Figura 2). O periodo larval de S.
levis varia de 30 a 60 dias, geralmente com uma média de 50 dias. Quando o fim do periodo

larval se aproxima, as larvas ampliam a galeria com a finalidade de preparar a camara pupal,
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fase denominada pré-pupa. Posteriormente, cessam 0s seus movimentos e alimentacdo, dessa
forma diminuem de tamanho e peso e passam para o estagio de pupa (DEGASPARI et al.,
1987; PRECETTI; ARRIGONI, 1990).

T e s B S

Figura 2. Larva de Sphenophorus levis.
Fonte: Costa, V. A.

3.2.3 Pupa

No inicio do estagio as pupas possuem uma coloracéo branco-leitosa e ao final
do estagio, quando se aproxima a emergéncia dos adultos, adquirem uma coloracgdo castanha,
podendo ser encontradas em um casulo friavel feito com serragem fina (Figura 3). Em
condicdes de laboratdrio, o periodo pupal de S. levis pode ter uma duracdo de 5 a 13 dias, com
média de 10,5 dias (DEGASPARI et al., 1987).

Figura 3. Pupa de Sphenophorus levis.
Fonte: Costa, V. A.
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3.2.4 Adulto

Os adultos se encontram abaixo do nivel do solo, podendo também permanecer
nos restos vegetais ou entre os perfilhos na base da touceira. Tém habitos noturnos, poucos
ageis, possuem um comportamento denominado tanatose que simulam estar mortos quando
sdo tocados (PRECETTI; TERAN, 1983; PINTO; GARCIA; DE OLIVEIRA, 2006). No
Brasil, apresentam-se dois picos populacionais, o principal € na estacdo do verdo, entre 0s
meses de fevereiro e margo e o0 outro em menor intensidade na primavera, meses de outubro e
novembro (DEGASPARI et al., 1987).

O inseto no estagio adulto possui coloracdo castanho-escuro com manchas
pretas no dorso do tdrax e listras longitudinais sobre os élitros. A fémea mede em média 11,90
mm = 0,10 mm de comprimento, variando entre 10,50 mm e 13,30 mm e normalmente o
macho é menor, mede 9,70 mm =+ 0,10, variando entre 7,70 mm até 11,20 mm (Figura 4). A
longevidade em campo do adulto pode ser menor, visto que o inseto se alimenta da cana-de-
acucar e quando ha o corte da cana, o alimento torna-se indisponivel. Em condicbes de
laboratério a longevidade do adulto pode ser de até 249 dias (PRECETTI; ARRIGONI,
1990).

Barreto-Triana et al. (2007) avaliaram que o melhor periodo para a reproducéo
e acasalamento dos adultos varia entre os 21 e 35 dias depois de emergido, podendo ocorrer 0
acasalamento em qualquer horério.

Em relacdo a dispersdo no campo, apesar do adulto apresentar asas, possui
capacidade restrita de voo, apresentando um voo irregular. Basicamente o seu deslocamento é
realizado por caminhamentos, o deslocamento do macho pode chegar a 3 m/diat e a fémea até
5 m/ diat, com capacidade de infestar 167,4 hectares por ano (PRECETTI; TERAN, 1983).
Provavelmente o principal meio de disseminacdo da praga para novas areas é através do
carregamento de mudas de cana-de-agucar contento formas bioldgicas do inseto como ovos,
larvas, pupas e adultos (DINARDO-MIRANDA, 2000).
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Figura 4. Adultos de Sphenophorus levis.
Fonte: Costa, V. A.

3.2.5 Espécies semelhantes e hospedeiros alternativos

As formas bioldgicas dos adultos S. levis se assemelham a algumas espécies
também da familia Curculionidae. Entre os produtores é muito comum haver davidas com S.
levis e Metamasius hemipterus (Linnaeus, 1758), que além de possuir um padrdo de machas
no pronoto a espécie também ocorre em canaviais, considerado uma praga secundaria, pois
incide apenas em colmos previamente danificados (DINARDO-MIRANDA, 2014) (Figura 5).
Segundo Garcia (2013b) as duas espécies foram inicialmente separadas pela coloracdo no
pronoto, sendo alaranjado para M. hemipterus e castanho-avermelhado em S. levis, porém a
coloracéo do corpo pode gerar erros. Existem insetos que possuem policromatismo, variagdo

na coloragdo, devido fatores alimentares e geogréaficos, entre outros.



23

§

2mm Metamasius hemipterus

Figura 5. Adulto de Metamasius hemipterus.
Fonte: Costa, V. A.

Outro inseto que se assemelha morfologicamente a S. levis, porém ndo ocorre
em cana-de-acUcar, é Cosmopolites sordidus (Germar, 1924), conhecido popularmente como
moleque-da-bananeira (Figura 6). Segundo Fancelli et al. (2015) C. sordidus é considerada
uma praga de grande importancia em todas as regides produtoras de banana do mundo. As
larvas atacam o rizoma e a base do pseudocaule da planta prejudicando a absor¢édo de agua e
nutrientes e porta de entrada para patdgenos. Este inseto possui coloragdo escura, sem um

padrdo de manchas definidas.

2mm Cosmopolites sordidus
Figura 6. Adulto de Cosmopolites sordidus.
Fonte: Costa, V. A.
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A cana-de-agUcar é a principal espécie hospedeira do inseto S. levis, sendo
relatado com maior ocorréncia e dispersdo na cultura, porém, outras espécies de plantas
podem servir de abrigo para o inseto, ou seja, hospedeiros alternativos. O milho, uma
graminea pertencente a familia Poaceae é uma planta hospedeira de S. levis, cultura em qual
consegue completar o seu ciclo. Algumas informacfes de que a presenca do inseto ja foi
relatada em bromeliaceas (VAURIE, 1978). Também em Cynodon dactylon L. (grama-seda),
Digitaria horizontalis Willd. (capim-colchdo) e Brachiaria plantaginea (capim-marmelada),
ambas as espécies sdo plantas daninhas (PRECETTI; ARRIGONI, 1990; BARRETO-
TRIANA, 2007).

3.2.6 Distribuicdo geogréfica

O género Sphenophorus abrange um complexo de espécies que estdo
amplamente distribuidas em diferentes continentes, atacam culturas de importancia
econdmica, especialmente do grupo das gramineas. Acredita-se que 0 género seja originario
da América do Norte, onde ocorrem setenta e cinco espécies. Ha também ocorréncia de
dezoito espécies na Ameérica do Sul, onde quatorze espécies encontradas no Brasil; seis na
Europa, na Africa do Norte e na Asia; e vinte e seis em demais regides da Africa e da regido
do Pacifico (CSIKI, 1936). Nos paises da América do Sul, Vaurie (1978) relatou S. levis na
Argentina, Uruguai e Brasil; Zarbin et al. (2003) relataram a presenga do inseto no Paraguai.

No Brasil, S. levis foi catalogado em Curitiba, no Estado do Parand, no ano de
1978 e no ano de 1983 foi encontrado em canaviais na regido de Piracicaba, no Estado de Séo
Paulo (VAURIE, 1978; PRECETTI; ARRIGONI, 1990). Além desses dois Estados, o inseto
ja foi encontrado em Minas Gerais e Santa Catarina (GIOMETTI et al., 2011); Mato Grosso
do Sul (MORAES; AVILA, 2013); Mato Grosso e Goias (GARCIA, 2013a). Estudos
conduzidos por Stingel et al. (2010) em canaviais pertencentes as usinas paulistas, concluiram
que a presenca de S. levis ja foi assinalada em 124 municipios do Estado de S&o Paulo,
evidenciando o Estado como o maior em areas infestadas pela praga, além disso, estima-se

gue no ano de 2014 a ocorréncia do inseto tenha se expandido por mais 60 municipios.

3.2.7 Danos causados em cana-de-agucar

Antes, S. levis era considerada apenas uma praga secundaria da cana-de-agucar,
entretanto, hoje a espécie se destaca como uma das principais pragas de solo da cultura em
algumas regides do Brasil, sendo considerada uma praga primaria, refletindo em grandes

perdas econdmicas aos produtores. De acordo com Precetti e Arrigoni (1990), as larvas do
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bicudo sdo as responsaveis em causar dano direto nos tecidos dos colmos de cana, ocorrendo
morte das touceiras e consequentemente falhas na rebrota; podendo ocorrer uma diminuicdo
do didmetro, tamanho e nimero de colmos.

As larvas se alimentam do interior dos colmos, constroem galerias circulares e
longitudinais, com um comprimento em média de 7,5 cm e no méximo de 21 cm acima do
nivel do solo. Essa destruicdo dos colmos realizada pelas larvas se reflete em amarelecimento
das folhas, secagem e morte do perfilho. Muitas vezes o amarelecimento das folhas pode ser
confundido com fitotoxidez, estresse hidrico e até excesso de aplicagdo de vinhaca, sendo
necessaria a constatacdo da presenca de larvas no interior dos colmos para confirmacdo do
dano pelo inseto (PRECETTI; ARRIGONI, 1990).

Alguns aspectos considerados por Almeida; Stingel e Arrigoni (2008), a
respeito da presenca de S. levis em cana crua, destaca o agravamento dos danos, por exemplo,
a disseminacdo da praga em ritmo mais acelerado, aumento da populacdo em relacdo as
condicGes de abrigo providenciado pela palhada e principalmente quando ha aplicacbes de
vinhaca em area de cana crua.

Segundo Dinardo-Miranda e Fracasso (2010) os danos provocados pelas larvas
de S. levis equivalem a uma reducdo de 33% na produtividade. Se ndo houver um controle
efetivo da praga pode ocasionar uma diminui¢do severa da produtividade e prejudicar a
longevidade do canavial.

3. 2.8 Monitoramento e Controle

O manejo integrado de pragas (MIP) é um sistema baseado em principios
ecoldgicos, consideracfes econdmicas e sociais para tomada de decisdes buscando o controle
de uma praga. Através de uso de métodos integrados de forma compativel para manter os
niveis populacionais da praga abaixo daqueles capazes de causar danos econdmicos
(KOGAN, 1998).

O monitoramento permite verificar e quantificar a presenga de formas
biolégicas do inseto na cultura e consequentemente estabelecer medidas de controle que
sejam eficazes. O monitoramento de S. levis pode ser realizado por meio do levantamento
populacional nos estagios de larva e pupa ou adultos. Para monitorar as larvas e pupas no
canavial, recomenda-se a abertura de trincheiras (0,5 m x 0,5 m x 0,3 m de profundidade) em
dois pontos por hectare, coletando as formas bioldgicas presentes nas touceiras em cada ponto
de amostragem (ALMEIDA; STINGEL; ARRIGONI, 2008).
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O emprego de iscas toxicas no campo proposto por Precetti e Arrigoni (1990) é
uma alternativa tecnicamente vidvel para avaliacdo da populacdo de adultos e também
visando ao controle. Foi muito utilizada no final da década de 80 e inicio da década de 90. As
iscas sdo confeccionadas com toletes de cana de 30 cm cortados longitudinalmente e imersos
por 24 horas em uma solucéo contendo inseticida. Aconselha distribuir 500 iscas/ha na base
das touceiras e cobrir com palha por um periodo consecutivo de 21 dias no campo.

O monitoramento passou por adaptacGes pelo Centro de Tecnologia Canavieira
(CTC), visto que a metodologia considerada inviavel pelo alto custo e grande demanda por
mao de obra. Para avaliacdo de adultos, sdo distribuidas iscas de cana fresca por talhdes e o
tempo méaximo de avaliacdo foi reduzido para até trés dias, posteriormente realizado a
contagem de adultos presentes nas iscas. Dessa forma, tem-se um resultado rapido do nivel de
infestacOes e permite-se programar para futuras aplicacdes de inseticidas, reduzindo o uso de
inseticida e custos (DINARDO-MIRANDA et. al., 2006).

Entre as acOes de controle para S. levis mais aplicadas na cultura da cana-de-
acucar estdo o controle cultural, controle quimico, controle bioldgico e recentemente o
controle genético, que se encontra ainda em estudo.

O controle cultural da area com a Eliminacdo Mecénica de Soqueira (EMS)
destréi as soqueiras afetadas na reforma do canavial, especialmente nas épocas secas do ano,
impede que adultos emergidos das soqueiras mortas ocorram nos novos brotos em formacao.
E considerada uma préatica importante, porém, pode ser insuficiente para 0 manejo da praga
no canavial. O CTC recomenda um método importante nas areas que sao destinadas a novos
plantios de cana-de-acUcar, que seja realizado inspecdes das mudas, elas deverdo estar
totalmente isentas de qualquer forma biolégica de S. levis (DINARDO-MIRANDA, 2005).

O controle quimico é uma alternativa para o0 combate ou diminuicdo dos niveis
de populacdo do bicudo-da-cana, apesar de adotar certar medidas o controle do inseto é muito
dificil, pois ainda ha o aumento de populacfes e novas areas infestadas. Segundo Dinardo-
Miranda (2014) para o bicudo-da-cana ndo ha um nivel de dano econémico definido, devido o
alto dano causado em areas que possuem historico de ocorréncia. Alguns produtos quimicos
estdo registrados no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) para
controle de S. levis, com 0s seguintes ingredientes ativos: lambda-cialotrina + tiametoxam
(Engeo Pleno®), imidacloprido (Imidacloprid Nortox®), alfa-cipermetrina + fipronil (Regente
Duo®), bifentrina + carbosulfano (Talisman®) (AGROFIT, 2017). Para obter uma melhor
eficiéncia no controle quimico, tem sido realizadas aplicagbes no sulco do plantio
(DINARDO-MIRANDA, 2005).
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O controle bioldgico inclui o uso de agentes bioldgicos que sdo seguros e
seletivos, entretanto, condi¢cGes adequadas no ambiente para o crescimento e acdo desses
agentes é extremamente necessaria (CANASSA, 2014).

O controle biolégico de larvas de S. levis utilizando nematoides
entomopatogénicos (NEPs) tem obtido resultados satisfatdrios. Os nematoides
entomopatogénicos (Nematoda: Steinernematidae e Heterorhabditidae) s&o parasitas
obrigatérios de inseto, possuem a capacidade de infectar véarias pragas, especialmente as
pragas que completam parte do ciclo no solo, possuem uma caracteristica bastante especifica
de associacgdo simbiotica com bactérias patogénicas do género Photorhabdus e Xenorhabdus.
O juvenil infectivo (JI), fase do “NEP” de vida livre no solo, tem a capacidade de busca
hospedeira, infectar o inseto e liberacdo das bactérias que sdo as responsaveis por causar
septicemia e a morte do inseto dentro de 48 horas, dessa forma ele completa o seu ciclo no
interior do inseto e se alimenta das préprias bactérias (DOLINSKI, 2006).

Segundo Leite et al. (2005) estudos conduzidos em laboratério mostraram que
as larvas de S. levis foram susceptiveis aos NEPs Heterorhabditis indica e Steinernema sp.
Obteve mortalidade acima de 70% na dosagem de 2,4 juvenis infectivos/cm? equivalente a 1 X
10®. Experimento em casa de vegetacdo proximo as condicdes de campo, avaliaram os NEPs
contra larvas alojadas dentro do rizoma, as larvas demonstraram estarem infectadas. Os
resultados evidenciam que sdo agentes promissores para controle da praga em canavial, visto
que possui busca ativa do hospedeiro percorrendo pelo solo. No Brasil ha registro de um
unico produto biolégico para controle de S. levis com formulacdo de nematoides
entomopatogénicos, cuja espécie é Steinernema puertoricense (Bio Nep Steinernema SC®).
Outra caracteristica relevante do wuso de controle biolégico com nematoides
entomopatogénicos € a respeito da compatibilidade com a maioria dos produtos quimicos,
apresentando efeitos sinérgicos na mortalidade de insetos. Tavares et al. (2009) testaram a
mistura de Steinernema sp. (60 Jl/cm? e fipronil (62,5g p.c/ha) no controle de adultos de S.
levis e obtiveram 76,60% de mortalidade dos adultos, mortalidade acima dos tratamentos
testados isoladamente.

Os fungos entomopatogénicos também sdo alternativas bioldgicas de controle,
entre eles se destaca Beauveria bassiana (Bals.) Vuill (Ascomycota: Hypocreales). Os
conidios deste fungo sdo eficientes no combate de diversas pragas, encontra-se naturalmente
em muitos inseto-pragas, mas também pode ser isolado diretamente do solo. Diversos paises
utilizam B. bassiana em escala comercial na producdo de inseticidas biolégicos (BUTT,;
WALDEN, 2000). Em laboratorio, Badilla e Alves (1991) avaliaram o efeito de isolados de B.



28

bassiana sobre adultos de S. levis, dentre os isolados avaliados, o isolado 447 obteve maior
eficiéncia. J& no campo, utilizaram toletes de cana de 25 cm contaminados com o fungo, a
uma dosagem recomendada de 4,9 x 10" conidios por toletes que proporcionou
aproximadamente 93% de mortalidade dos adultos.

Estudos utilizando organismos entomopatdgenicos indicam que Bacillus
thuringiensis var. Londrina também tem acdo sobre as larvas de S. levis. Segundo Lereclus
(1988) B. thuringiensis é uma bactéria naturalmente encontrada no solo, durante sua fase de
esporulacdo, sintetiza proteinas que se acumulam na periferia dos esporos na forma de cristais
em um dos polos da célula. Estes cristais sd0 compostos por uma ou Vérias proteinas Cry,
também chamadas de d-endotoxinas ou Insecticidal Crystal Proteins (ICPs). Em estudos com
0 gene Cry3 de B. thuringiensis, demonstraram que a proteina provocou uma reducdo no
namero de larvas desenvolvidas de S. levis (ABREU, 2006).

Recentemente foi avaliada uma planta de cana-de-agcUcar geneticamente
modificada resistente a S. levis. O desenvolvimento de plantas transgénicas de cana-de-agUcar
que expressam o inibidor de cisteina peptidase 1 da cana-de-acucar (CaneCPI-1) tem
potencial para o controle de larvas de S. levis, afetando o seu desenvolvimento no interior dos
colmos ao se alimentarem (SCHNEIDER et al., 2017).

3.3 Vinhaca da cana-de-agucar

A vinhaca é um subproduto da destilacdo do alcool para a fabricacdo do etanol,
0 produto inicial para a destilacdo se obtém de trés origens possiveis: mosto de caldo, mosto
de melagco ou mosto misto (ELIAS NETO, 1988).

Primeiramente, a cana-de-acUcar apds a sua maturacdao, com pelo menos 13%
de solidos soluveis (Brix), é colhida e transportada até a unidade produtora, passa por
lavagem e moagem para a extracdo do caldo. Este caldo é de coloracdo escura, contém
principalmente sacarose, glicose, leveduras e matéria nitrogenada; em seguida € submetido a
um processo de clarificacdo com adicdo de produtos quimicos, concentracdo e centrifugacéo
para a obtencdo do aclcar comercial (parte sélida) e mel (parte liquida). O mel recebe um
cozimento a vacuo para obtencdo do aglcar de segunda, e se transforma em mel pobre ou
melaco. O mosto de melago é fermentado e resulta-se em liquido chamado de vinho que é
levado para colunas de destilagdo para producdo do etanol, gerando como residuo a vinhaga
ou vinhoto, como é conhecido (SALOMON, 2007).

A vinhaga é composta em sua maioria por agua e sua fracdo solida por matéria

organica e elementos minerais. A sua composi¢do quimica e bastante variavel dependendo do
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processo industrial da matéria-prima (mosto), métodos de fermentacdo adotados e tipos de
equipamentos empregados, qualidade e composi¢do do vinho submetido para a destilagéo.
Entre os minerais quimicos presentes, o potassio € o elemento principal em maior quantidade,
além de calcio, magnésio, sulfato, fésforo, manganés e nitrogénio organico, sua relacédo
Carbono e Nitrogénio (C/N) é igual a 17, caracteriza um bom material rico em proteinas
(ALMEIDA, 1952). Com estas propriedades a vinhaga passou a ser empregada como
fertilizante e como corretivo do solo na cultura da cana. Sua aplicacdo é através da
fertirrigacdo, um conjunto da irrigacdo e adubacdo, que tem a utilizacdo da prépria agua,
podendo ser aplicada em qualquer sistema de irrigacdo. Esta pratica é baseada em métodos de
irrigacdo e principalmente acompanhada com uma anélise quimica de solo periddica, na qual
se almeja a nutricdo da planta e melhoria do solo. Ha uma desvantagem que encarece esta
pratica relacionada aos custos com transportes para descarregar a vinhaca no campo
(SALOMON, 2007).

O uso indiscriminado da vinhaga no solo acarreta resultados negativos na
producdo, pela grande saturacdo de nutrientes, afeta também a qualidade final do acucar na
industria, pois eleva teores de potassio e amido no caldo (CESAR et al., 1978). Além disso,
a vinhaca é altamente prejudicial para os cursos d’agua, exige uma elevadissima taxa de
oxigénio para reducdo da matéria organica, o oxigénio este retirado da agua; residuo
extremamente &cido e corrosivo; afeta os micros e macros invertebrados aquaticos;
impossibilita 0s usos da dgua para consumo humano e animal (ALMEIDA, 1952).

A irrigacdo com a vinhaca necessita de monitoramento pelas usinas, pois ha
possibilidade de acumulacdo sobre o solo e a formagdo de grandes pogas de vinhaga
estagnadas, enfatizando o seu mau cheiro no ambiente e decomposi¢cdo da matéria organica,
sendo propicio para atracdo e desenvolvimento de larvas de moscas (LEITE; CARVALHO;
BITTENCOURT, 2013). A Companhia Ambiental do Estado de S&o Paulo (CETESB)
estabeleceu a Norma Técnica P4. 231/2005 “Vinhaga — Critérios e procedimentos para
aplicacdo no solo agricola”, para regulamentacdo do uso da vinhaca pelas Usinas de cana-de-
acucar, visto que estavam utilizando a vinhaga no solo sem o devido controle e manejo,

muitas vezes apenas como um descarte do residuo no solo.

3.4 Agua residuaria da cana-de-agucar

O uso da agua no setor sucroenergético é relativamente alto considerando os
processos industriais da produgdo do acgucar e etanol e também o cultivo da cana-de-agucar.

Isso se deve principalmente pelos nimeros de producdo e moagem da cana e em regides
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naturalmente secas ou até mesmo em regides que enfrentam anos severamente secos por conta
das mudancas climaticas (COSTA, 2011).

Na industria a quantidade de agua a ser usada para a lavagem da cana que vem
do campo sera determinada pelo volume de cana e a quantidade de solidos que esta cana
carrega. Algumas usinas tomam certas medidas para diminuir a demanda de agua na industria
através do reuso da prépria dgua de lavagem apos passar por tratamentos (OMENA et al.,
2004). Em campo a irrigacdo é uma etapa importante que influenciara na boa produtividade
do canavial e na qualidade da matéria prima. Algumas medidas também sdo adotadas pelas
usinas quando se trata de complementar a irrigacdo da cultura com a irrigacdo natural
proveniente das chuvas. Além disso, existem sistemas de captacdo da &gua residuaria do
processo industrial, em que esta agua passa por um procedimento relativamente simples de
decantagdo para eliminar os solidos grosseiros e é utilizada junto com a vinhaca na irrigacdo
da cultura (COSTA, 2011).

3.5 Ecologia quimica de insetos

A ecologia quimica estuda as substancias quimicas envolvidas nas interacdes
entre os organismos da mesma espécie ou espécies diferentes. Essas substancias quimicas sdo
denominadas de semioquimicos (origem grega seméion = sinais), capazes de influenciar no
comportamento e de regular as interacdes entre insetos (acasalamento, local de ovoposicéo,
alimento, etc.) e entre insetos e plantas (defesa contra predadores, atracdo de inimigos
naturais, etc.) (NORDLUND; LEWIS, 1976; VILELA; DELLA LUCIA, 2001). Os
semioquimicos sdo classificados em dois grupos principais, dependendo do tipo de interagdo,
sendo os feromonios responsaveis pela interacdo intraespecifica e os aleloquimicos com
atuacdo interespecifica (VILELA; DELLA LUCIA, 2001).

Os feromonios relatados em curculionideos sdo produzidos pelos machos e
atraem ambos 0s sexos para um local especifico em busca de alimentagdo e/ou acasalamentos.
Por isso sdo conhecidos como feromoénios de agregacdo. Além disso, existem também
feroménios sexuais, sinais quimicos para atracdo de individuos do sexo oposto para
acasalamento. Foi identificado por Zarbin et al. (2003; 2004) um feromonio de agregacédo de
S. levis, denominado isdmero (S)-2-metil-4-octanol, de promover um comportamento de
agregacdo entre insetos adultos em laboratorio. Atualmente existem alguns estudos utilizando
o feroménio sintetizado em iscas para atragdo de S. levis em campo.

Os aléloguimicos se classificam conforme o individuo se beneficia, denomina-

se cairomonios 0s compostos que beneficia o individuo receptor, por exemplo, cairomonios,
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liberados por plantas que sdo atrativos para insetos; alomonios, que beneficia 0 emissor, por
exemplo, plantas que emitem volateis que sdo repelentes ou toxicos para predadores; e
sinébmonios quando ambos séo beneficiados (ZARBIN; RODRIGUES; LIMA, 2009).

Os semioquimicos podem ser utilizados na agricultura especialmente no
manejo de insetos-pragas, sendo administrados como atraentes ou repelentes das pragas,
podem estimular ou inibir a alimentacdo, o acasalamento e o voo dos insetos. No Manejo
Integrado de Pragas (MIP) o ferdmonio sexual e de agregacéo estdo entre as susbstancias mais
ativas e conhecidas atualmente, j& empregados em manejo de varias pragas, através de
armadilhas para monitoramento massal, controle das pragas e confusdo sexual. De um modo
geral, é uma tecnologia eficiente para 0 manejo e contribui para um manejo sustentavel e
seletivo, sem agredir o meio ambiente (ZARBIN; RODRIGUES; LIMA, 2009).

3.6 Estudos de quimiotropismo de insetos

Em estudos comportamentais visando uma investigacdo de quimiotropismo,
reacao a substancias quimicas pelo odor ou olfato (resposta olfativa) de insetos caminhadores
e voadores é apropriada utilizacdo de sistemas fechados, como olfatdmetros, camaras-teste e
tlneis de vento. Nesses sistemas os individuos sdo expostos as semioquimicos e através de
seus 0Orgdos sensoriais, principalmente as antenas, onde estdo presentes 0s receptores
sensoriais denominados de sensilas, conseguem detectar os compostos e comprovar a
existéncia de quimiotropismo positivo (atratividade) ou quimiotropismo negativo
(repeléncia), (CARLSON; SCHRECK; BRENNER, 1992; LOGAN & BIRKETT, 2007).

Para obter resultados nem sempre se faz necessario o uso de equipamentos
sofisticados, mas é preciso levar em consideracdo a escolha do equipamento com as
caracteristicas do inseto em estudo. Indispensavel o controle dos fatores ambientais como luz,
temperatura e umidade relativa (VIANA, 1992). Existem variados modelos de olfatdmetros,
desde uma simples caixa quadrada ou retangular, com tubos de inser¢do até modelos mais
sofisticados com varias vias de estimulos ou em formato de “Y”, com sistemas controlados na
liberacdo de odor, temperatura e umidade e filtragem de ar no sistema, a fim de evitar
interferéncias do ambiente na resposta do inseto. No caso de curculionideos, que possuem um
comportamento de defesa se fingindo de mortos quando atacados, o equipamento mais

adequado para resposta olfativa é utilizagdo do olfatdbmetro de duas vias (VIANA, 1992).
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Coleta dos insetos

Os adultos de S. levis foram coletados semanalmente em campos de cana-de-
acucar em épocas de picos populacionais. Primeiramente, em uma area pertencente ao Grupo
Raizen Energia S/A- Unidade Costa Pinto, Piracicaba- SP, no periodo de outubro de 2016 a
janeiro de 2017. Apos este periodo, os insetos foram coletados em uma nova area pertencente
a Usina Abengoa Bioenergia, Sdo Jodo da Boa Vista- SP, no periodo de fevereiro de 2017 a
fevereiro de 2018.

Para a coleta dos insetos, em ambas as areas foram distribuidas iscas formadas
por colmo de cana com 30 cm cortados longitudinalmente, sendo cada isca constituida de
duas metades do colmo, colocadas na base das touceiras com as faces cortadas voltadas para o
solo e cobertas com palha. As iscas eram mantidas no campo por 3-7 dias, posteriormente, 0s
insetos eram coletados e levados para o Laboratério de Controle Bioldgico no “Centro
Avancgado de Pesquisa em Protecdo de Plantas e Saude Animal- CAPSA” pertencente ao
Instituto Biol6gico, Campinas- SP. Mantidos em frascos acondicionados a 25°C e alimentados
por colmos de cana que eram trocados a cada 7 dias.

4.2 Caracterizacdo morfologica dos adultos

A fim de separar os insetos adultos quanto ao sexo, foram determinadas
caracteristicas morfoldgicas que auxiliam no dimorfismo sexual, identificados conforme
caracteristicas descritas por Vaurie (1978) e Zorzenon; Bergmann e Bicudo (2000).
Inicialmente, o tamanho dos insetos é a caracteristica mais relevante que pode ser observada a
olho nu, pois normalmente as fémeas apresentam maior tamanho corporal que os machos.
Com auxilio de um microscopico estereoscépico observou-se a presenca de manchas no
pronoto, pois 0s machos apresentam um padrdo de manchas mais definido que as fémeas.
Outra caracteristica € a regido pilosa: ha abundancia de pelos nos machos em toda a parte
ventral do abdome e nas fémeas os pelos sdo escassos, restringindo-se a regido apical. Além
disso, os machos apresentam o pigidio arredondado e curvado e as fémeas apresentam o

pigidio truncado (Figura 7).
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Figura 7. Regido ventral de Sphenophorus levis. (A) Regido ventral fémea, destacando o formato do pigidio. (B)
Regido ventral macho, destacando o formato do pigidio e regido pilosa.
Fonte: Costa, V. A.

4.3 Resposta olfativa a vinhaga, colmo, melaco e agua residuaria

Os bioensaios de resposta olfativa foram conduzidos no Laboratorio de
Controle Biologico no “Centro Avangado de Pesquisa em Prote¢do de Plantas e Satde
Animal- CAPSA” pertencente ao Instituto Biol6gico, Campinas- SP, no periodo de 2016 a
2018.

Este primeiro estudo teve por objetivo avaliar a atracdo de adultos de S. levis a
vinhaga da cana-de-agUcar em laboratorio, comparando-se a vinhaga com o colmo de cana, 0
melago, a agua residuaria e a agua (controle). Os testes comparativos foram realizados em
dupla: (i) vinhaca vs colmo de cana-de-agUcar; (ii) vinhaga vs melaco; (iii) vinhaca vs agua;
(iv) vinhaca vs agua residuéria; (v) agua vs adgua (determinado como controle, para demonstrar
que o inseto ndo tem tendéncia de escolha para um determinado lado). A resposta olfativa em
cada teste foi avaliada em olfatdmetro de duas vias (95 cm de comprimento e 3 cm de
diametro), confeccionado com tubos de PVC seguindo protocolo adaptado de Filgueiras et al.
(2016). As respostas olfativas foram avaliadas separadamente para insetos adultos machos e
fémeas, estabelecendo 20 repeti¢des com insetos machos adultos e 20 repeticdes com insetos
fémeas adultas, a fim de investigar se ha diferenca na resposta entre 0s Sexos.

Foram construidos 5 (cinco) olfatbmetros, sendo necessario para cada um: 1
(um) “Tubo” DN 40 de 80 cm, 2 (duas) “Luvas de correr” DN 40, 1 (um) “Té&” DN 40 e 2
(dois) “Cotovelos” 90° DN 40. O “Tubo” foi dividido em 4 (quatro) partes com auxilio de
uma serra manual, cada parte com 20 cm. As quatro partes foram conectadas com as duas

“Luvas de correr” nas laterais ¢ com um “Té€” no meio para liberacdo dos insetos. Em cada
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extremidade foi encaixado um “Cotovelo” para liberagdo dos tratamentos, havendo um

“tecido voal” para impedir os insetos de alcangarem os atrativos (Figura 8).

-
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Figura 8. Olfatdmetro de duas vias
Fonte: Elaborada pela autora.

Para as comparag0es, os tratamentos foram colocados nas extremidades dos
olfatdmetros, pelas aberturas do “Cotovelo” que se mantiveram abertos. Para os tratamentos
vinhaca, agua residuaria e agua, 2 mL de cada produto foi aplicado com auxilio de uma pipeta
sobre um algoddo odontolégico de aproximadamente 4 cm de comprimento. Para o tratamento
melago, 40 g do produto foi aplicado sobre o algoddo. O colmo foi retirado da base de uma
planta de cana-de-acucar da variedade CV66S4, cortado ao meio longitudinal e apenas uma
fatia de 5 cm com a casca foi usada para cada repeticdo. A vinhaca, o melaco, a agua
residudria e o colmo de cana-de-acUcar foram obtidos da Unidade Costa Pinto do Grupo
Raizen, Piracicaba- SP.

Os insetos eram liberados individualmente nos olfatdmetros, com auxilio de
uma pinga. Cada inseto foi inserido no centro do olfatdmetro pela abertura do “T€”. Apos a
liberacdo, uma folha de aluminio foi colocada sobre a abertura para evitar entrada de luz, que
poderia interferir na escolha do inseto (Figura 9). Foi realizado um pré-teste no olfatbmetro
para definir o tempo maximo de avaliacdo de cada bioensaio, concluindo-se que 25 minutos
foi tempo suficiente para o inseto responder olfativamente a um determinado tratamento.

Ap0s cada repeticdo realizada, foi utilizado um novo inseto e os tratamentos
eram substituidos por novos. O olfatdmetro e o tecido voal eram higienizados com agua
corrente e a posicdo do olfatdbmetro invertida, a fim de ndo haver tendéncias de escolha
somente para um lado. Os insetos que ndo se deslocaram apos as liberagbes ou que néao
alcancaram os 40 cm de distdncia do ponto de partida ap6s 25 minutos ndo foram
considerados nas analises dos resultados. Os testes foram conduzidos no periodo diurno

matutino e vespertino, sob temperatura de 25°C + 1°C e auséncia de luz.
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Figura 9. Olfatémetros utilizados no bioensaio.
Fonte: Elaborada pela autora.

4.4 Resposta olfativa a vinhaca em diferentes volumes e diferentes comprimentos de
colmos

Este segundo estudo teve por objetivo comparar a vinhaga em diferentes
volumes com o colmo em diferentes comprimentos, quanto a atratividade dos substratos para
adultos de S. levis em laboratério. Os testes comparativos foram realizados em dupla,
conforme a seguir: (i) 2 mL de vinhaga vs 10 cm de colmo; (ii) 2 mL de vinhaga vs 15 cm de
colmo; (iii) 2 mL de vinhaga vs 20 cm de colmo; (iv) 2 mL de vinhaga vs 25 cm de colmo; (v)
2 mL de vinhaga vs 30 cm de colmo; (vi) 6 mL de vinhaca vs 30 cm de colmo; (vii) 12 mL de
vinhaca vs 30 cm de colmo; (viii) 25 mL de vinhaga vs 30 cm de colmo; (ix) 50 mL de
vinhaca vs 30 cm de colmo; (x)100 mL de vinhaca vs 30 cm de colmo; (xi) 100 mL de agua vs
30 cm de colmo; (xii) 100 mL de vinhaca vs 100 mL de agua. As respostas olfativas foram
avaliadas separadamente para insetos adultos machos e fémeas, estabelecendo 20 repeticGes
para cada sexo, a fim de investigar se ha diferenca na resposta entre 0s sexos.

Para os bioensaios, foram utilizados olfatbmetros de duas vias (1,65 cm e 3 cm
de diametro) (Figura 10), os mesmos utilizados nos bioensaios anteriores, porém com
modificacfes para se adequar aos tratamentos, seguindo protocolo adaptado de Filgueiras et
al. (2016). Nas extremidades, os dois “cotovelos” foram substituidos por dois “tubos” de 40
cm cada, encaixados nas “Luvas de correr” com um “tecido voal” para impedir que os insetos

alcancassem os atrativos. Com o auxilio de pipetas, a vinhaca foi aplicada no volume de 2 mL
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sobre um chumaco de algoddo odontoldgico de 4 cm de comprimento, no volume de 6 mL
sobre um chumago de 6 cm, no volume de 12 mL sobre um chumago de 12 cm, e nos volumes
de 25, 50 e 100 mL sobre um chumaco de 30 cm, este Gltimo no mesmo comprimento do
colmo de cana recomendado para uso no campo. Os colmos de cana foram testados nos
comprimentos de 10, 15, 20, 25 e 30 cm. Para isso os colmos foram retirados da base de uma
planta de cana, cortados nos diferentes comprimentos e divididos longitudinalmente ao meio,
sendo apenas uma fatia com a casca usada em cada bioensaio.

Os tratamentos foram colocados nas extremidades do olfatdmetro dentro dos
tubos, mantendo-se as extremidades abertas. Apenas um inseto era inserido no centro do
olfatdmetro pela abertura do “T&”. Apos a liberacdo, uma folha de aluminio foi colocada
sobre a abertura para evitar entrada de luz e evitar interferéncias na resposta. O tempo para
avaliacdo da resposta olfativa do inseto também foi ap6s 25 minutos da sua liberacdo. Apds
cada repeticdo realizada, foi utilizado um novo inseto e os tratamentos eram substituidos por
novos. O olfatdmetro e o tecido voal eram higienizados com agua corrente e a posi¢do do
olfatbmetro invertida, a fim de ndo haver tendéncias de escolha somente para um lado. Os
insetos que nao se deslocaram apds as liberacdes ou que ndo alcancaram os 40 cm de
distancia do ponto de partida apds 25 minutos foram excluidos das anélises. Os testes foram
conduzidos no periodo diurno matutino e vespertino, sob temperatura de 25°C + 1°C e

auséncia de luz.

Figura 10. Olfatdmetros utilizados nos bioensaios de diferentes volumes de vinhacga e tamanhos variados de
colmos.
Fonte: Elaborada pela autora.

4.5 Estudos de campo

Um primeiro estudo de campo foi realizado como o objetivo avaliar o efeito de
combinagdes envolvendo o colmo de cana (isca tradicional) com a vinhaga em poliacrilamida
gel, conhecido como hidrogel (Forth®), na atratividade para adultos do S. levis. O

experimento foi instalado no dia 03/02/2017, em uma area de cana-de-agUcar (variedade
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RB86) na Usina Raizen Energia S/A- Unidade Costa Pinto, Piracicaba- SP, apds 1 ano do seu
terceiro corte, com 3 metros de altura e com histdrico de infestacdo da praga.

Foram avaliados trés tratamentos: (i) Colmo; (ii) Colmo + Vinhaca em
hidrogel; (iii) Vinhaca em hidrogel (Figura 11). Para cada tratamento foram estabelecidas 10
repeticdes de 6 metros de linha de cana cada repeti¢éo, distribuidas em blocos ao acaso. Os
blocos foram enfileirados em 2 linhas de cana, distanciados em 6 metros entre blocos e 6
linhas entre fileiras. Cada repeticdo foi representada por uma isca conforme os tratamentos
descritos a seguir.

O tratamento (i) Colmo foi formado por um colmo de cana fresca (variedade
CV0618) com 30 cm de comprimento, cortado longitudinalmente ao meio e colocado ao lado
da linha da cana com as duas faces cortadas voltadas para o solo e cobertas com palha. O
tratamento (ii) Colmo + Vinhaca em hidrogel foi formado pelo mesmo colmo do tratamento
anterior, adicionado ainda da mistura da vinhagca com hidrogel na propor¢do de 100 mL de
vinhaga + 20 g de hidrogel. A mistura em consisténcia gelatinosa foi distribuida sobre a casca
das duas partes do colmo colocadas juntas ao lado da linha. Apds a distribuicdo da mistura, a
isca foi coberta com palha. O volume de 100 mL da vinhaca foi escolhido por ser o volume
gerado por uma fatia/parte de 30 cm de colmo, considerando-se que o volume de vinhaga
gerado por 1 tonelada de cana é de 980 litros. O tratamento (iii) Vinhaga em hidrogel foi
constituido somente da mistura da vinhaca mais hidrogel, distribuida sobre o solo ao lado da
linha de cana, coberta com palha.

Foram realizadas duas avaliacBes, a primeira 3 dias ap6s a instalacdo
(06/02/2017) e a segunda 6 dias apés (09/02/2017). Em cada avaliagdo, os adultos do inseto
encontrados nas iscas foram coletados, separados por isca e levados ao laboratério para

quantificacao.
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Figura 11. Tratamentos avaliados em campo para captura de Sphenophorus levis. (A) Colmo. (B) Colmo +
Vinhaga em hidrogel. (C) Vinhaca em hidrogel.
Fonte: Elaborada pela autora.

Um segundo estudo de campo foi realizado com o objetivo de avaliar o efeito
de combinacges entre o colmo de cana e a vinhaca in natura na atratividade para adultos do S.
levis. Para isso, um experimento foi instalado no dia 22/11/2017 em uma &rea de cana-de-
acucar (variedade CTCO09), no segundo corte, na Usina Abengoa Bioenergia, Sdo Jodo da Boa
Vista- SP (Figura 12), com aproximadamente 3 metros de altura e com historico de infestagdo

da praga.
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Figura 12. Croqui da area experimental de cana-de-aglcar onde foram instaladas as iscas (O) para avaliacdo da
atratividade para Sphenophorus levis (S&o Jodo da Boa Vista- SP).
Fonte: Google Earth (imagem aérea).

Foram avaliados quatro tratamentos: (i) Colmo; (ii) Colmo + Vinhaga in
natura; (iii) Agua; (iv) Vinhaca in natura (Figura 13). Para cada tratamento foram
estabelecidas 12 repeticdes de 6 metros de linha de cana cada repeticdo, distribuidas em
blocos ao acaso. Os blocos foram enfileirados em 6 linhas de cana, distanciados em 6 metros
entre blocos e 6 linhas entre fileiras. Cada repeticdo foi representada por uma isca conforme
0s tratamentos descritos a seguir.

O tratamento (i) Colmo foi formado por um colmo de cana fresca (variedade
RB867515) com 30 cm de comprimento, cortado longitudinalmente ao meio e colocado ao
lado da linha da cana com as duas faces cortadas voltadas para o solo e cobertas com palha. O
tratamento (i) Colmo + Vinhacga in natura foi formado pelo colmo descrito no tratamento
anterior, sobre um pote plastico de 1000 mL (15 x 9 cm) enterrado com a sua abertura no
nivel do solo, contendo 100 mL de vinhaga in natura e tampado com uma tela de malha (2 x 2
mm). O volume de 100 mL da vinhaga foi escolhido por ser o volume de vinhaga gerado por
um colmo de 30 cm, considerando-se que o volume de vinhaca gerado por 1 tonelada de cana
é de 980 litros. O colmo foi colocado com as duas faces cortadas sobre o pote tampado
colocado ao lado da linha da cana, sendo posteriormente cobertos com palha. O tratamento
(iii) Agua foi formado pelo pote enterrado ao lado da linha da planta, contendo &gua no
volume de 100 mL e coberto com palha para evitar a secagem do liquido. O tratamento (iv)
Vinhaca in natura foi formado pelo pote enterrado ao lado da linha da planta, contendo
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somente vinhaga in natura no volume de 100 mL e coberto com palha para evitar a secagem
do liquido.

O experimento foi avaliado apds 3 dias da instalacdo. Para isso, os adultos do
inseto encontrados nas iscas foram coletados, separados por isca e levados ao laboratorio para
quantificacdo. O mesmo estudo foi repetido em uma area proximo do primeiro experimento,
no mesmo talhdo de cana com instalagdo no dia 22/02/2018 e avaliacdo ap6s 3 dias da

instalacdo. Assim, 0 1° e 0 2° experimento totalizaram 24 repeticoes.

A

AN

Figura 13. Tratamentos avaliados em campo para captura de Sphenophorus levis. (A) Colmo. (B) Colmo +
Vinhaga in natura. (C) Agua. (D) Vinhaga in natura.
Fonte: Elaborada pela autora.

4.6 Analise Cromatografica de volateis

A analise cromatografica de volateis foi realizada em 2017 no Laboratério de
Ecologia Quimica e Comportamento de Insetos do Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia

- Semioquimicos na Agricultura, na Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”

(ESALQ/USP), Piracicaba- SP.
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Para a coleta dos volateis foram usados 2 mL de vinhaca liquida e aplicada
sobre um rolete de algoddo odontoldgico dentro de uma cuba de vidro (Figura 14). No
momento da coleta, foi realizada aeracdo por duas horas com um fluxo de ar de 0.6
litros/minuto. Foram usados 30 gramas de polimero adsorvente Super Q® e apds a aeracéo o
polimero foi eluido com 500 ul do solvente diclorometano. A solucéo final foi concentrada
para 200 pul (Figura 15).

Foi realizada uma andlise de quantificacdo dos compostos da vinhaca em um
cromatografo gasoso ndo acoplado a espectrometria de massa (GC-2010 PLUS).
Posteriormente, a analise de identificacdo dos compostos da vinhaca foi realizada injetando 1
ul da solugdo em um cromatdgrafo gasoso acoplado a espectrometria de massas (GC-MS,
modelo Varian 4000) contendo uma coluna capilar HP5-MS (J&W Scientific, Folson,
Califérnia, EUA; 30 m x 0,25 mm x 0,25 mm x 0,25 pum) e hélio como gas de arraste. A
temperatura do injetor estava a 240 °C. A temperatura da coluna foi mantida a 60 °C por 1
minuto, aumentada a uma taxa de 15 °C por um 1 minuto até 320 °C e mantida a essa
temperatura por 10 minutos. A identificacdo dos compostos presentes na vinhaca foi feita pela
comparacdo do tempo de retencdo e o espectro de massas obtido nos cromatogramas com

aqueles disponiveis na biblioteca NIST 98 (Mass Spectral Library) (Figura 16).

Figura 14. Cuba de vidro.
Fonte: Elaborada pela autora.



42

Figura 15. Coleta e eluicdo dos compostos da vinhaca. (A) Equipamento de Fluxo de ar para coleta dos
compostos. (B) Aplicacao de solvente para eluicdo dos compostos no polimero.
Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 16. Cromatégrafo gasoso acoplado a espectrometria de massas (GC-MS).
Fonte: Elaborada pela autora.
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4.7 Resposta olfativa aos componentes quimicos da vinhaga em laboratério

Este estudo teve por objetivo avaliar em laboratério a resposta olfativa de
adultos de S. levis & mistura dos compostos quimicos volateis da vinhaga identificados
anteriormente: &cido propanoico, acido butanoico, 1-pentanol, D-limonene, acido hexanoico,
acido pentanoico, acetato de isobutila e cyclohexanemethanol. A mistura foi testada em trés
concentracdes e comparada com 6leo mineral em testes comparativos em dupla: (i) Mix 1000
ppm vs 6leo mineral; (ii) Mix 100 ppm vs 6leo mineral; (iii) Mix 10 ppm vs 6leo mineral; (iv)
Oleo mineral vs 6leo mineral (determinado como controle).

Os padrdes sinteticos foram testados nas diluicbes de 1000 ppm (1 pL do
produto para 1 mL de solvente), chamada de solucéo estoque, 100 ppm (100 uL de solugéo
estoque para 900 uL de solvente) ¢ 10 ppm (10 pL da solugdo estoque para 990 upL de
solvente). As dilui¢des foram realizadas com auxilio de uma pipeta no volume de 2 a 20 puL, e
pipeta no volume de 1 a 10 mL, utilizando uma capela de exaustdo. O solvente utilizado foi
6leo mineral.

Para a preparagao do tratamento “Mix 1000 ppm” foi realizado uma diluig¢do de
todos os componentes quimicos com 6éleo mineral, sendo 20 uL de cada componente diluido
com um volume 159,8 mL de solvente (6leo mineral). Dessa forma foi obtido um volume
final de 160 mL de solu¢cdo Mix 1000 ppm, volume suficiente para a realizacdo dos
bioensaios. A primeira diluicdo de 1000 ppm foi considerada como “solucdo estoque” para
obtencéo das demais diluicdes.

Para a preparagdo do tratamento “Mix 100 ppm”, foi adicionado 16 mL de
solucdo estoque no volume de 144 mL de solvente (6leo mineral). Dessa forma, foi obtido um
volume final de 160 mL de solugdo Mix 100 ppm.

Para a preparagao do tratamento “Mix 10 ppm” foi adicionado 1,6 mL de
solucdo estoque no volume de 158,4 mL de solvente (6leo mineral). Dessa forma, foi obtido
um volume final de 160 mL de solu¢do Mix 10 ppm.

As respostas olfativas foram avaliadas separadamente para insetos adultos
machos e fémeas, estabelecendo-se 20 repeticbes com insetos machos adultos e 20 repeticdes
com insetos fémeas adultas, a fim de investigar se ha diferenca na resposta entre 0s sexos.
Para isso, foram utilizados olfatdmetros de duas vias (95 cm de comprimento e 3 cm de
diametro). Para cada repeti¢do, 2 mL de cada solucdo foi aplicada em um chumaco de algodéo
odontoldgico.
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Os tratamentos foram colocados nas extremidades do olfatdmetro, pelas
aberturas do “Cotovelo” que se mantiveram abertos. Os insetos eram liberados
individualmente nos olfatdmetros, com auxilio de uma pinca. Cada inseto foi inserido no
centro do olfatometro pela abertura do “T€”. Apos a liberagdo, uma folha de aluminio foi
colocada sobre a abertura para evitar entrada de luz e evitar interferéncias na resposta.

ApoGs cada repeticdo realizada, foi utilizado um novo inseto e os tratamentos
eram substituidos por novos. O olfatdmetro e o tecido voal eram higienizados com agua
corrente e a posicdo do olfatdbmetro invertida, a fim de ndo haver tendéncias de escolha
somente para um lado. Os insetos que ndo se deslocaram apos as liberagcbes ou que nao
alcancaram os 40 cm de distancia do ponto de partida apds 25 minutos foram excluidos do
bioensaio. Os testes foram conduzidos no periodo diurno matutino e vespertino, sob

temperatura de 25°C + 1°C e auséncia de luz.

4.8 Analise estatistica

Os dados dos bioensaios no olfatdbmetro realizados em laboratdério foram
avaliados por um teste binominal no Software R versdo 3.0.2 (The R Foundation for
Statistical Computing, 2013).

Os dados dos experimentos de campo foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA), nas quais as medias foram transformadas em Log x+1, e comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de nivel de significancia. Os dados foram processados no Software SPSS

(Statistical Package for the Social Sciences) versdo 15.0.
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5. RESULTADOS

5.1 Resposta olfativa a vinhaca, colmo, melago e agua residuaria

Nas comparacdes da vinhaca com colmo, melago, agua residuaria e agua, 0s
adultos de S. levis foram significativamente mais atraidos para a vinhaga. Comparando
vinhaga com colmo, nota-se que 90% dos machos e 75% das fémeas foram para a vinhaca,
tendo apenas 10% dos machos e 25% das fémeas ido para o colmo. A vinhaca também foi
mais atrativa quando comparada com melaco e agua residuéria, atraindo 90% e 85% para

ambos os sexos, respectivamente (Figura 17 e 18).

Controle
Vinhaga .figua residudria ¥
Vinhaca Colmo 3%
Vinhaga Melago sk
Vinhaga Controle # 3
1[IJD BID EID 4ID ZID IIJ ZID 4ID EID BID 1 [IIID

% de escolha Sphenophorus levis (macho)

Figura 17. Resposta olfativa de machos adultos de Sphenophorus levis em olfatdmetro a odores produzidos de
Vinhaga vs Agua (Controle); Vinhaga vs Melago; Vinhaga vs Colmo; Vinhaca vs Agua residuéria; Agua
(Controle) vs Agua (Controle). As barras representam a resposta inicial dos insetos (quando o inseto alcangou em
25 minutos um dos bracos do olfatdmetro). Asterisco indica diferenga significativa entre os tratamentos de
acordo com o teste binomial (*P < 0.05 e **P < 0.01) N = 20.
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Figura 18. Resposta olfativa de fémeas adultas de Sphenophorus levis em olfatdmetro a odores produzidos de
Vinhaga vs Agua (Controle); Vinhaga vs Melago; Vinhaga vs Colmo; Vinhaca vs Agua residuéria; Agua
(Controle) vs Agua (Controle). As barras representam a resposta inicial dos insetos (quando o inseto alcangou em
25 minutos um dos bracos do olfatdmetro). Asterisco indica diferenca significativa entre os tratamentos de
acordo com o teste binomial (*P < 0.05 e **P < 0.01) N = 20.

5.2 Resposta olfativa a vinhaca em diferentes volumes e diferentes comprimentos de
colmos

Comparando diferentes volumes de vinhaga com colmo em diferentes
comprimentos, observou-se atragdo significativamente maior dos adultos machos somente
para a vinhaca no volume de 100 mL e para o colmo no comprimento de 30 cm quando
comparados com a agua (testemunha), e para a vinhaca no volume de 2 mL comparada com o
colmo no comprimento de 10 cm e 15 cm (Figura 19). Para os adultos fémeas do inseto,
foram significativamente mais atraidos para a vinhaga no volume de 2 mL comparada com
colmo no comprimento de 15 cm e 20 cm, respostas semelhantes agquelas observadas para 0s
insetos machos (Figura 20).

Comparando a vinhaga no volume de 2 mL com o colmo em diferentes
comprimentos, ocorreu um aumento gradativo na atragdo do inseto para o colmo conforme
aumentou o seu comprimento, tendo colmos com 25 e 30 cm igualados & vinhaga no volume
de 2 ml quanto a atratividade para o inseto.

Comparando a vinhaga nos volumes de 6, 12, 25, 50 e 100 mL com o colmo no
comprimento de 30 cm, nota-se ainda uma atratividade semelhante entre os tratamentos, sem
diferirem significativamente entre si, ndo ocorrendo um aumento na atratividade para a

vinhaca como se esperava. Isso pode estar relacionado a uma saturacdo no volatil liberado



pela vinhaca (principalmente nos volumes maiores) distanciada de 40 cm do ponto

liberacdo do inseto, confundindo o inseto para qual tratamento escolher (Figura 19 e 20).
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Figura 19. Resposta olfativa de machos adultos de Sphenophorus levis em olfatdmetro a odores produzidos de
100 mL de Vinhaga vs 100 mL de Agua (Controle); 100 mL de Agua (Controle) vs 30 cm de colmo; diferentes
volumes de vinhaga comparados com 30 cm de colmo; e 2 mL de Vinhaga comparados com diferentes
comprimentos de colmo. As barras representam a resposta inicial dos insetos (quando o inseto alcangou em 25
minutos um dos bragos do olfatbmetro). Asterisco indica diferenca significativa entre os tratamentos de acordo

com o teste binomial (*P < 0.05e **P <0.01) N=20
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Figura 20. Resposta olfativa de fémeas adultas de Sphenophorus levis em olfatdmetro a odores produzidos de
100 mL de Vinhaga vs 100 mL de Agua (Controle); 100 mL de Agua (Controle) vs 30 cm de colmo; diferentes
volumes de vinhaca comparados com 30 cm de colmo; e 2 mL de Vinhaca comparados com diferentes
comprimentos de colmo. As barras representam a resposta inicial dos insetos (quando o inseto alcangou em 25
minutos um dos bragos do olfatbmetro). Asterisco indica diferenca significativa entre os tratamentos de acordo

com o teste binomial (*P < 0.05 e **P < 0.01) N = 20.



48

5.2 Estudos de campo

No estudo de campo com a vinhaca formulada em poliacrilamida gel
(hidrogel), o tratamento “Colmo + Vinhaga em hidrogel” apresentou uma atra¢do para adultos
do bicudo (5,25 insetos/isca) ligeiramente superior comparado ao tratamento “Colmo” testado
isoladamente (4,45 insetos/isca), ndo havendo diferenca significativa entre ambos (F=46,117;
P=0,901). O tratamento “Vinhag¢a em hidrogel” ndo se apresentou atrativo para adultos do
inseto nas condigdes do ensaio, com nenhum inseto atraido, diferindo significativamente dos
demais tratamentos (F=46,117; P<0,001) (Figura 21).
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Figura 21. Numero de adultos de Sphenophorus levis atraidos para os seguintes tratamentos em campo: (i)
Colmo; (ii) Colmo + Vinhaga em hidrogel; (iii) Vinhaca em hidrogel. As barras representam a média de insetos
capturados por iscas (tratamentos). Médias com mesma letra minGscula nas barras ndo diferem entre si ao nivel
de significancia de 5% pelo teste de Tukey.

No estudo de campo com vinhaga in natura, novamente o tratamento “Colmo +
Vinhaca in natura” apresentou uma atracao para adultos do bicudo ligeiramente superior (7,4
insetos/isca), mas nao diferiu significativamente do “Colmo” (6,3 insetos/isca), tendo ambos
diferenciados do tratamento “Vinhaga in natura” (F=104,251; P<0,001). Diferentemente do
primeiro estudo de campo, o tratamento “Vinhaga in natura” apresentou atratividade para oS
adultos do inseto (0,9 insetos/isca), diferenciando significativamente do tratamento “Agua”

(Controle) que ndo se apresentou como atrativo (F=104,251; P<0,001) (Figura 22).
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Figura 22. Nimero de adultos de Sphenophorus levis atraidos para os seguintes tratamentos em campo: (i)
Colmo; (ii) Colmo + Vinhaga in natura; (iii) Agua; (iv) Vinhaca in natura. As barras representam a média de
insetos capturados por iscas (tratamentos). Médias com mesma letra mindscula nas barras ndo diferem entre si ao
nivel de significAncia de 5% pelo teste de Tukey.

5.3 Analise Cromatogréfica de volateis

De acordo com a cromatografia acoplada a espectrometria de massas, a vinhaga
é formada por acidos organicos carboxilicos, alcoois primarios e terpeno (Figura 23).

No presente estudo, os acidos organicos carboxilicos detectados foram acido
propanoico (propanoic acid), acido butanoico (butyric acid), &cido pentanoico (valeric acid) e
acido hexanoico (caproic acid). Os alcoois primarios detectados foram acetato de isobutila
(isobutyl acetate), 1- pentanol e cyclohexanemethanol. D-limonene pertencente a familia dos
terpenos (Figura 23).

O semioquimico detectado com maior intensidade foi acido propanoico
(propanoic acid) com 15.000 e 17.500 pv. Os semioquimicos 1- pentanol, acetado de isobutila
(isobutyl acetate), acido butanoico (butyric acid) e acido pentanoico (valeric acid)
apresentaram picos entre 3.500 a 8.000 pv, enquanto que os demais compostos, acido

hexanoico (caproic acid), cyclohexanemethanol e D-limonene apresentaram menores picos.
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Figura 23. Compostos volateis da vinhaca detectados pela analise cromatogréfica (GC-MS). Os picos indicam a
intensidade em microvolts de cada composto identificado.

5.4. Resposta olfativa aos componentes quimicos da vinhaca em laboratorio

Nos bioensaios com a finalidade de avaliar a resposta olfativa de adultos de S.
levis aos compostos volateis da vinhaca identificados neste trabalho, ambos os insetos adultos
machos e fémeas foram mais atraidos para as misturas de compostos em comparacao ao 6leo
mineral, havendo aumento na atracdo em funcdo do aumento na concentragdo dos compostos
(Figura 24 e 25). Para adultos machos, as misturas atrairam significativamente os insetos
guando testados nas concentracfes de 1000 e 100 ppm, atraindo 80% e 75% dos insetos
liberados (Figura 24). Para as fémeas, a mistura atraiu significativamente os insetos apenas a
maior concentracdo, de 1000 ppm, atraindo 85% dos insetos (Figura 25).
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Figura 24. Resposta olfativa de machos adultos de Sphenophorus levis em olfatdmetro a odores produzidos de
Mix 1000 ppm vs Oleo mineral; Mix 100 ppm vs Oleo mineral; Mix 10 ppm vs Oleo mineral; Oleo mineral
(Controle) vs Oleo mineral (Controle). As barras representam a resposta inicial dos insetos (quando o inseto
alcancou em 25 minutos um dos bragos do olfatdbmetro). Asterisco indica diferenca significativa entre os
tratamentos de acordo com o teste binomial (*P < 0.05 e **P < 0.01) N = 20. Mix = mistura de todos os

compostos identificados na vinhaca.
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Figura 25. Resposta olfativa de fémeas adultas de Sphenophorus levis em olfatdmetro a odores produzidos de
Mix 1000 ppm vs Oleo mineral; Mix 100 ppm vs Oleo mineral; Mix 10 ppm vs Oleo mineral; Oleo mineral
(Controle) vs Oleo mineral (Controle). As barras representam a resposta inicial dos insetos (quando o inseto
alcangou em 25 minutos um dos bracos do olfatdmetro). Asterisco indica diferenca significativa entre os
tratamentos de acordo com o teste binomial (*P < 0.05 e **P < 0.01) N = 20. Mix = mistura de todos os

compostos identificados na vinhaca.
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6. DISCUSSAO

O olfatbmetro de duas vias confirmou ser um equipamento eficiente para
avaliar a resposta de S. levis a estimulos olfativos. O inseto se deslocou com facilidade no
interior dos tubos, ao longo dos 40 cm a partir do ponto de partida, durante os 25 minutos.
Além disso, o inseto ndo apresentou tendéncia de escolha para um determinado lado do
olfatdbmetro, ja que a resposta foi semelhante para ambas as vias contendo agua (controle).

A vinhaca apresentou-se atrativa para adultos de S. levis, 0 que pode explicar
as maiores infestacdes do inseto em &reas de cana tratadas com vinhaga como vem sendo
observado e suspeitado. Em estudo realizado por Jelvez Serra et al. (2017), a vinhaca
apresentou-se atrativa também para Stomoxys calcitrans (moscas-dos-estabulos) sugerindo ser
um subproduto atrativo para varios insetos, principalmente para pragas relacionadas a cana-
de-agUcar.

A resposta olfativa de insetos a substratos vegetais (hospedeiros) é de carater
especifico, podendo haver semelhanca na atratividade das espécies dependendo da presenca
de odores, grau de fermentacdo e habitos alimentares. Tecidos vegetais em estado de
fermentacdo possuem maior concentracdo de volateis do que tecidos conservados, existindo
uma correlacdo positiva entre o grau de fermentacdo, concentracdo de odores marcantes e a
atratividade para o inseto (ROCHAT et al., 2000; TINZAARA et al., 2002; EL-SAYED et
al., 2005; GIRON-PEREZ et al., 2009). Segundo Giblin-Davis; Pefia e Dukan (1994), em
experimento de campo, adultos de M. hemipterus apresentaram maior preferéncia para
substratos de abacaxi e cana-de-agUcar em estado de fermentacdo, comparados aos mesmos
substratos conservados. No presente estudo a maior atratividade dos adultos de S. levis para a
vinhaca pode ser devido ao maior grau de fermentacdo e consequentemente a maior
concentracdo de odores na vinhaca.

A vinhaga apresentou-se mais atrativa para o bicudo da cana comparada com a
agua residuéaria, 0 que ja era esperado, pois a agua residuaria € a dgua que foi usada na
lavagem da cana antes da sua moagem, apresentando menor fermentacdo que a vinhaca. Da
mesma forma, a vinhaca apresentou-se mais atrativa que o melago, subproduto na producéo
de acucar e que vem sendo recomendado para uso em mistura com o colmo da cana visando
aumentar a atratividade do inseto para a isca no campo. Em estudos sob condicdes de
laboratorio conduzidos por Girén-Pérez et al. (2009), o0 melago a 10% combinado com colmo

de cana fermentado por 24 e 48 horas atraiu 90% e 85% dos adultos de S. levis,
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respectivamente, enquanto que o0s tratamentos colmo de cana combinado com &gua
fermentado por 24, 48 e 72 horas atrairam menos que 50% dos insetos.

De modo geral, os insetos adultos machos e fémeas apresentaram as mesmas
tendéncias nas respostas para os diferentes substratos e compostos em todos os bioensaios
conduzidos em laboratorio, sugerindo poucas diferengas entre 0s sexos quanto a atra¢do para
0s compostos. Nos testes com vinhaga no volume de 100 mL e colmos no comprimento de 30
cm, comparados com agua, ambos os sexos foram mais atraidos para a vinhaca e para o
colmo, porem com diferencas significativas apenas nos testes com machos. Da mesma forma,
nos testes com a mistura dos componentes quimicos comparados com o 6leo mineral, ambos
os sexos foram significativamente mais atraidos para a concentra¢fes de 1000 ppm, sendo que
para a concentracdo de 100 ppm, apenas os machos foram significativamente mais atraidos.
Isso sugere maior preferencia dos machos para o colmo e a mistura dos componentes
quimicos, porém novos estudos devem ser realizados visando essa confirmacdo. Giron-Pérez
et al. (2009) ndo observaram diferenca para ambos os sexos de S. levis quando avaliaram
atracdo dos adultos para toletes de cana-de-agucar com ou sem melaco e casca de abacaxi em
diferentes periodos de fermentacdo. Jaffé et al. (1993) também nédo encontraram diferencas
nas respostas entre machos e fémeas adultas de R. palmarum quando atraidos para abacaxi,
banana e palma de coco.

O colmo da cana apresentou-se menos atrativo que a vinhaga somente em
comprimentos abaixo de 25 cm para fémeas e 20 cm para machos, reforcando a
recomendacdo para uso de colmos com 30 cm de comprimento visando a coleta,
monitoramento ou controle do inseto no campo (ALMEIDA, 2005; ALMEIDA; STINGEL;
ARRIGONI, 2008). No comprimento de 30 cm, o colmo apresentou-se mais atrativo para
adultos do bicudo que a dgua, com diferenca significativa apenas para insetos machos.

Nos estudos de campo, o colmo da cana apresentou-se como o0 mais eficiente
para atracdo dos insetos comparado a vinhaga, provavelmente devido a volatilidade mais lenta
do colmo, permanecendo atrativo por mais tempo no campo. A vinhaca em hidrogel testada
isoladamente ndo se apresentou atrativa para os insetos, mas a vinhaga in natura testada
isoladamente apresentou-se, confirmando os testes em laboratério. Para a vinhaga em
hidrogel, os insetos podem ter sido atraidos, mas se dispersaram em seguida pela falta de um
suporte fisico para se agarrarem ou pela volatilizacdo rapida da vinhaca, ja que tem a presenca
de compostos alcoois em sua composi¢do, conforme detectados no presente estudo. O colmo
da cana-de-agucar vem sendo recomendado para monitoramento do bicudo-da-cana e de M.

hemipterus em cana-de-acucar, demonstrando eficiéncia para atratividade e também captura
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de insetos, j& que o inseto permanece agarrado ao colmo (GIRON-PEREZ et al., 2009;
ALMEIDA, 2005; GIBLIN-DAVIS; PENA; DUNCAN, 2002). Vem sendo recomendado
também para 0 monitoramento e controle de Rhynchophorus palmarum em palmeiras,
associado ao feromonio (TIGLIA et al., 1998).

El-Sayed et al. (2005) testaram em campo 4 tipos de iscas envolvendo colmo
de cana-de-agUcar fermentados, constituidas por colmo de cana, colmo + xarope de cana,
colmo + vinho do porto e colmo + melagco. Todas atrativas para espécies de lepidopteros
Graphania mutans e Tmetolophota spp. O colmo de cana e colmo + xarope de cana se
apresentaram mais atrativos quando comparados com colmo + melago e colmo + vinho do
porto. Com base no estudo realizado por El-Sayed et al. (2005) e no presente estudo, 0 uso
do colmo associado com um subproduto ndo aumenta a sua eficiéncia comparado com o
colmo isoladamente.

No presente estudo, detectou-se na vinhaca a presenca de &cidos organicos
carboxilicos, &lcoois primarios e terpeno. Na analise GC-MS realizada por Jelvez Serra et al.
(2017), além dos acidos organicos carboxilicos e alcoois primarios, foram também detectados
os fenois, cetonas e aldeideos como parte da vinhaca. Lima et al. (2017) identificaram os
acidos graxos, alcoois e ésteres como 0s compostos volateis presentes na vinhaca.

O alto teor de &cidos organicos de cadeia curta confere a vinhaca o odor
caracteristico que pode ser percebido a distancia. Entre esses acidos volateis, estdo incluidos o
acido propanoico, acido butanoico, acido hexanoico e &cido pentanoico, os quais foram
detectados na vinhaca no presente estudo. Os trés ultimos compostos foram detectados
também por Jelvez Serra et al. (2017) na vinhaca, enquanto que os 4 foram detectado por
Jeanbourquin e Gerin (2007) em estrumes de cavalo e vaca. Nesses estudos, esses substratos
foram atrativos para Stomoxys calcitrans (moscas-dos-estabulos) e 0s seus compostos
detectados comprovaram atratividade para o inseto em estudos de resposta fisiologica pela
antena. Dessa forma, é possivel que esses mesmos compostos detectados no presente estudo
sejam atrativos também para S. levis, sugerindo novos estudos para essa confirmacao.

Em geral, a composi¢do da vinhaga consiste de 93% de agua e 7% de
compostos organicos e inorganicos (ROLIM et al., 2013). A variedade dos compostos
quimicos presentes na vinhaca dependera dos processos de destilacdo a qual foi submetida.
No entanto, os diferentes volateis detectados por Jelvez Serra et al. (2017) em duas amostras
de vinhaca de origem distintas atrairam S. calcitrans, sugerindo que a vinhaga é composta por
uma variedade de estimulantes quimicos que podem funcionar como atrativos independentes

de seus processos de destilacdo.
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A mistura dos compostos identificados na vinhaga atraiu insetos machos para
as concentractes de 100 e 1000 ppm, e insetos femeas para a concentragcdo de 1000 ppm.
Jaffe et al. (1993) avaliaram a atracdo de R. palmarum a misturas dos compostos identificados
nos tecidos naturais de coco. Concluiram que o mix de acetato de etila, acetado de isopentilo,
pentano, isopentanol, e etanol em proporgdes semelhantes, eram tdo atraentes quanto o tecido
natural de coco.

No presente estudo, o composto volatil de maior intensidade na vinhaca foi o
acido propanoico. Embora, ndo tenham sido realizados bioensaios com este volatil
separadamente, se faz necessario estudos para testar este composto e os demais identificados
na vinhaca. Diversos trabalhos de anélise cromatogréfica acoplada a espectrometria de massas
tém sido realizados com diversos substratos e subprodutos. Lima et al. (2017) identificaram
na vinhaca o composto volatil alcool fenetilico (Phenylethanol) em maior intensidade,
pertencente ao grupo dos alcoois primarios. Este mesmo composto também foi encontrado em
maior intensidade em polpa de cebola envelhecida e avaliado separadamente como forte
atrativo em laboratério e campo para Hylemya antigua e H. platura (moscas-da-cebola)
(ISHIKAWA; IKESHOJI; MATSUMOTO, 1983). El-Sayed et al. (2005) também
identificaram como parte dos compostos o alcool fenetilico presente em 4 tipos de iscas de
cana-de-agucar, combinadas com vinho do porto, melago e xarope de agucar.

O presente estudo € o primeiro a confirmar a atratividade da vinhaca ao S. levis
em condicBes de laboratdrio e campo. Isso destaca esse residuo industrial como um dos
responsaveis pelas maiores infestacfes do inseto nas areas de cana-de-acUcar tratadas com
vinhacga conforme tém sido observados por Precetti e Arrigoni (1990). Pode-se sugerir novos
estudos em laboratério e campo visando avaliar combinac@es entre feromonio, isca tradicional
de cana-de-aglcar e compostos volateis na busca de novas tecnologias para monitoramento,
captura e controle de S. levis. Para isso, os compostos volateis deverdo ser avaliados
individualmente procurando selecionar aquele ou aqueles mais eficientes para atracdo do
inseto. Outros compostos como proteina hidrolisada podem ser também avaliados quanto a
atratividade para S. levis. Pavarini et al. (2018) observaram maior atragcdo de adultos de C.
sordidus e Metamasius sp. para iscas de pseudocaule de bananeira quando a isca foi associada

a proteina hidrolisada da marca comercial Bio Fruit.
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7. CONCLUSAO

De acordo com o estudo realizado, pode-se concluir que:

e A vinhaca in natura é atrativa para adultos de S. levis em condicGes de laboratorio e
campo;

e As respostas olfativas dos insetos adultos machos e fémeas apresentaram as mesmas
tendéncias para os diferentes atrativos testados;

e A vinhaca em mistura com hidrogel ndo é atrativa para adultos de S. levis em
condigdes de campo;

e O colmo foi mais atrativo que a vinhaca em condi¢des de campo, e a combinacéo do
colmo com a vinhaga ndo aumenta a sua atratividade para o inseto;

e Os compostos volateis detectados na vinhaca sdo &cidos organicos carboxilicos,
alcoois primarios e terpeno, sendo o &cido propanoico o composto volatil de maior
intensidade detectado;

e A mistura dos componentes quimicos na concentracdo de 1000 ppm foi atrativa para
machos e fémeas, sendo que na concentracdo de 100 ppm foi atrativa somente para

machos.
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