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CHEMICAL COMPOSITION FROM FEMALE PHEROMONE GLAND OF Castnia Licus (Drury)
(LEPIDOPTERA: CASTNIIDAE). The hexane and methanolic extracts from pheromonal glands of
Castnia licus (Drury) virgin females have been studied. Analyses by gas chromatography and mass
spectrometry allowed us to determine the major constituents present in the hexane extract as n-
alkanes C;; to Cyy, (Z)-9-hexadecenoic acid (Cys), and (Z)-9-octadecenoic acid (Cyg) and hexade-
canoic acid (Cy6). Aldehyds, alkenes and acetates were also detected in low concentrations in the
extracts. Female pheromone glands were analysed for pheromone precursors using the methanolic
extract. In addition to the compounds methyl hexadecanoate and methyl (Z)-9-octadecenoate, the
glandular tissue contains a homologous series of methyl esters from C;; to C,4. The hexane extract
of the female abdomenal glands elicited activity from males in a behavioural bioassay.
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INTRODUCAOQ

A cana-de-agticar é uma das culturas mais importantes da
regido Nordeste do Brasil, constituindo-se para o Estado de
Alagoas, em particular, a principal cultura com relevante
papel sécio-econdmico. Um nimero considerdvel de pragas
sdo registradas para a cana-de-agtcar, dentre elas destaca-se
a mariposa, Castnia licus (Lepidoptera: Castniidae). A revi-
sdo mais recente da Familia Castniidae foi realizada por
Miller em 1972} e vérios sindnimos sio registrados para C.
licus, entre eles C. licoides Boisduval, Eupalamides licus
(Drury,1773) e Leucocastnia licus (Drury,1773). A espécie
C. licus é comum na América Central e América do Sul. No
Brasil, é conhecida pelo nome vulgar de “Broca Gigante da
Cana-de-Agicar”, “Broca das Bananeiras” e “Lagarta Bran-
ca da Cana”®*,

O ataque aos canaviais por esta praga tém causado grande
prejuizo para a economia da indistria agucareira nordestina. O
sintoma mais caracteristico do ataque desta praga em canas
jovens € a morte do broto terminal conhecido como “coragéo-
morto” e em canas adultas é o amarelecimento da nervura cen-
tral>*, A larva da C. licus vive no interior da cana e sobrevive
de uma safra para outra. A localizagdo da larva dentro do col-
mo e nas touceiras, ap6s o corte da cana, dificulta o seu con-
trole pelos métodos convencionais com inseticidas e com
enxadeco para a catagdo manual das larvas e pupas.

Os feroménios sexuais de mariposas sdo conhecidos atual-
mente para mais de 400 espécies®. Em algumas espécies, o
feromoénio sexual é produzido somente na hora do chamamento
sugerindo uma produgdo regulada e limitada aquele periodo’.
Em outras espécies a quantidade do feromdnio sexual ¢ estdvel
na glandula durante o periodo em que a fémea nfo se encontra
ativa e diminui no perfodo de chamamento, sugerindo uma pro-
dugdo continua e provavelmente controlada na glandula®’. Estes
ferom6nios formam um grupo mais ou menos homogéneo de
compostos oriundos da rota acetato mevalonato com uma, duas
ou trés ligagcdes duplas além de grupos funcionais como, acetatos,
aldefdos ou 4lcoois®. Os feroménio sexuais de mariposas sdo
produzidos pela fémea por rotas biossintéticas j4 demonstradas a
partir dos 4cido graxos presentes nos tecidos dos insetos®”,
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Neste trabalho descrevemos os resultados do estudo da com-
posi¢do quimica da glandula abdominal da fémea de C. licus numa
tentativa de determinar o feroménio sexual desta mariposa.

EXPERIMENTAL

Insetos - Os adultos de C. licus foram obtidos a partir de
casulos coletados nos canaviais das Usinas que fazem parte da
Cooperativa dos Usineiros do Estado de Alagoas ¢ pela Asso-
ciagdo dos Produtores de Aciicar e dlcool do Estado de Alagoas,
(ASSUCAL). As pupas macho e fémeas foram colocadas sepa-
radas em caixas pldsticas (30 x 6 x 6 cm), forradas com papel
toalha e casulos vazios. Estas caixas foram colocadas em gai-
olas de madeira (30 x 50 x 50 cm) revestidas com tecido de
algoddo e mantidas na gaiola do campo. As pupas foram ume-
decidas diariamente com 4gua e os insetos adultos alimentados
com solugdio de sacarose a 5%.

Extratos Hexdnicos e Metanélicos - As fémeas virgens com
1 a 6 dias de idade ou foram mantidas em fotoperfodo de 12
horas ou mantidas na gaiola de campo. Os ovipositores das fé-
meas mantidas em fotoperiodo de 12 horas foram extraidos com
solvente ap6s as 2 primeiras horas de luz. As fémeas mantidas
na gaiola de campo foram extraidas apés as 5 primeiras horas de
luz. No procedimento de extragdo as fémeas foram anestesiadas
com clorof6rmio e com uma leve pressio nos tltimos segmentos
abdominais o ovipositor foi evertido e cortado nos dois iltimos
segmentos com ajuda de uma tesoura segundo Klun?. Os
ovipositores foram colocados em 0,5 mL de hexano recém des-
tilado e extrafdos por 30min. O extrato hexanico foi removido e
concentrado 4 20 UL com nitrogénio gasoso antes da anélise por
cromatografia gasosa (CG) e cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG/EM). Apé6s remogdo do hexano,
aos ovipositores foram adicionados 0,5 mL de metanol recém
destilado e as amostras estocadas a 4°C até serem submetidas a
reagdo de esterificagdo com BF3/MeOH.

Atividade do Macho versus Extrato da Fémea no Ol-
fatdmetro - A atividade do macho foi observada em olfat6-
metro constituindo-se de um sistema de cimaras conectadas
entre si e ligadas a uma bomba de vicuo Model-B 100 SE
(Figura 1). As observagdes foram feitas nas 2 primeiras horas de
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luz. O extrato hexénico da glandula abdominal de fémea com 1 a
3 dias de idade, nas concentragdes de 0,06EF/10uL (3F/500uL);
0,08EF/10uL(4F/500uL) e 1EF/10uL(23F/230pL) de extrato
(EF=Equivalente Fémea) foram testadas com vazdo de ar de 60
cm®*/min (19 machos); 160 cm*min (16 machos) e 180 cm¥min
(10 machos). Os extratos (10 pL) foram aplicados com uma serin-
ga, em um tridingulo de papel de filtro de 1cm de lado. O tridngu-
lo foi pendurado com um pequeno pedagco de arame ¢ preso ao
tecido que fechava a cAmara. A cada 30 min, o macho e a amostra
do extrato foram trocados. Os movimentos dos machos por regi-
oes da cimara foram registrados e cronometrados. Consideramos
como ativo os extratos que atrairam o macho para a regido V da
cimara (Figura 1) e induziram movimentos de antenas, batimento
das asas e v6o em diregéio a cdmara do extrato. O teste em branco
desse sistema de bioensaio foi realizado com o hexano (10uL).

Esteres Metilicos - Os extratos metanélicos obtidos foram
transferidos para vidros de 5 mL e adicionados 1mL de BFs/
MeOH. Os vidros foram fechados e mantidos a temperatura
ambiente (27° - 28°C) por 24 horas. Ap6s este perfodo adici-
onou-se dgua destilada (1 mL ) e os ésteres foram extraidos
com hexano (ImL)'". Antes da anilise por CG ¢ CG/EM, os
extratos hexanicos foram concentrados com nitrogénio gaso-
so a 200 puL.

Epoxidagio - Em um baldo de trés bocas (250mL), com
condensador de tubo reto sem dgua de refrigeragdo ¢ com um
frasco coletor (25 mL), foram adicionados dgua (20 mL), ace-
tona (13 mL) e bicarbonato de sédio (12g). Com auxilio de
uma trompa d'dgua fez-se vécuo e adicionou-se ao baldo sulfa-
to de monoperdxido de potdssio sélido (25g) seguindo-se de
agitagdo vigorosa a temperatura de 27° - 28°C. A solugdo
amarela de dioxirano-acetona foi coletada no frasco resfriado
com gelo seco e acetona'!. Ao extrato dos ésteres metilicos de
fémeas com 2 dias de idade e aos padrdes: 9-octadecenoato de
metila e 9-tricoseno foram adicionados a solugdo dioxirano-
acetona (2mL). Apds adigdo da solugfio de dioxirano-acetona
os recipientes foram fechados e mantidos a 4°C por uma noite.
Ap6s a evaporagio da acetona com nitrogénio as amostras fo-
ram analisadas por CG ¢ CG/EM.

Cromatografia gasosa-Espectrometria de Massa (CG/
EM) - A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas foi realizada em aparelho VG 5000 com ionizagdo por
impacto eletronico a 70 eV, 230°C e CG mantido a 30"C por 5
min com aumento de temperatura programado em 5°C/min até
180°C por 15 min. A identificagio dos compostos foi efetuada
pela interpretagio dos espectros de massas e pela comparagio
com espectros de massas € tempo de retengio de padrdes. As
andlise por CG/EM foram realizadas no laboratério Integrated
Approch Crop Research - Rothamsted - Inglaterra.
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Figura 1. Regides da cdmara do macho no olfatémetro.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Os extratos da glandula abdominal da fémea de C. licus
com | a 3 dias de idade testados no olfatdmetro nas concen-
tragGes de 0,06EF/10puL, 0,0SEFIIOPL e IEF/10yL de extrato
e vazoes de ar de 60, 160 ¢ 180 cm’/min, mostraram que com
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o aumento da concentragio aumentou-se a percentagem de
insetos na regifio V para cada fluxo estudado (Figura 2). Na
concentragdo de 1EF/10pL de extrato nas vazdes de 60 e
160cm*min a percentagem de machos na regido V foi em
torno de 40% e 75% para as respectivas vazdes. Comparando
as respostas na mesma vazio (160cm3/min) para os experi-
mentos: macho versus fémea e macho versus extrato na con-
centragido 1EF observa-se uma percentagem maior para o ex-
trato do que para a fémea. Podemos interpretar estes resulta-
dos considerando o fato de que a quantidade de feromdnio
liberada pela fémea ndo € constante, ela varia de fémea para
fémea dentro da mesma espécic'? ¢ no caso do extrato, temos
uma concentragdo constante. Quando os machos foram obser-
vados com o hexano (teste em branco) eles ndo alcangaram a
regido V da cAmara e permaneceram sem 0s movimentos con-
siderados de atividade sexual citados abaixo.

Figura 2. Percetugem de muchos na regido V da cdmara. Experimen-
tos: macho versus fémea e macho versus extratos nas concentragies
0,06; 0,08 e 1EF/10ul de extratos e vazies de 60,160 e 1 80cm’/min.
(grdfico com 10 repeti¢ies por experimento).

A C.licus é uma mariposa que apresenta movimentos cons-
tantes de batida de asas e mudanga de posi¢do, porém o movi-
mento considerado de atividade sexual do macho se distingue
do movimento natural do inseto pela duragio mais longa dos
movimentos, pela presenca de movimento das antenas, pela
pressio do abddomen nas paredes da cimara e pelos véos em
dire¢do ao extrato.

Os principais picos no cromatograma da corrente idnica to-
tal (CIT) (Figura 3) dos extratos hexanicos das fémeas com 1|
até 6 dias de idade foram identificados como os hidrocarbone-
tos pentacosano (Css) e heptacosano (Cy7) picos 9 e 13, respec-
tivamente. A série homéloga de n-alcanos com Cj; até Cj,
(picos 4, 5, 6, 8, 9, 10, 13 e 15) foi a mesma em todas as
amostras das fémeas com | até 6 dias de emergidas mudando
somente a propor¢iio relativa entre eles.

k=4
2
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Figura 3. Cromatograma da corrente iénica total (CIT) dos extratos
hexdnicos da glandula abdominal de C. licus.

Os picos 1 e 3 (Figura 3) foram identificados como os 4ci-
dos carboxilicos insaturados, acido (Z)-9-hexadecendico (Cig)
e 4cido (Z)-9-octadecendico (C,y). Estes dcidos apresentam
espectros de massas semelhantes, com pico base em m/z 55
(100%). Os fragmentos m/z 236 (12%) e m/z 264 (28%) sdo
justificados pela perda de dgua a partir dos respectivos fons
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Imoeculares (M**-18). O pico 2 foi identificado como o 4cido
hexadecanéico (C5). O espectro de massas apresentou o fon
molecular em m/z 256 (48%) e o pico base em m/z 73 (100%)
resultante da quebra da ligagdo -y da cadeia carbonica, O frag-
mento 60 (88%) comum aos dcidos graxos saturados E justifi-
cado pelo rearranjo tipo McLafferty!®. O espectro de massas
do pico 11 apresenta os fragmentos m/z 69 (100%), m/z 41
(28), 81 (48), 95 (16), 121 (12), 137 (24), 149 (8), 191 8) e
252 (12). Este espectro apresenta boa identidade com o espec-
tro de massas do P - springeno, um diterpeno presente em glan-
dulas de Bracon heletor’. Os compostos identificados nos
extratos hexénicos (Figura 3, Tabela 1) estio em quantidade
relativamente alta na amostra. Os outros compostos presentes
em quantidades relativamente baixas pertencentes as classes
dos dlcoois insaturados, aldeidos e outros 4cidos graxos insatu-
rados, estdo em fase de confirmagdo estrutural e testes para
verificagdo da atividade biolégica.

Tabela 1. Compostos presentes na glandula abdominal de fé-
meas de C. licus com | a 6 dias de idade, extratos hexanicos,
(CG/EM - CIT- Figura 3).

Picos Nomenclatura IUPAC
1 4cido (Z)-9-hexadecenéico (Cg)
2 4cido n-hexadecanéico (Cig)
3 acido(Z)-9-octadecendico+ (Z,Z)-9,12-

octadecadienoico(Cg)
4 heneicosano (Cy))
5 docosano (Cjp)
6 tricosano (Cy3)
7 tetracosano (Cy)
8 pentacosano (Cas)

9 hexacosano (Cyg)
10 B-espringeno *

13 heptacosano (Ca7)
15 hentriacontano (Cs;)

« picos 7 e 12 (Figura 3) estdo em fase de identificagio.

O cromatograma da corrente idnica total (CIT) obtidos por
CG/EM (Figura 4), dos extratos metandlicos apés esterificagio
com BF3; /MeOH, mostra a presenga de uma série homéloga de
ésteres graxos de Cy; a C25 (picos 1, 2, 3,4, 6, 11, 14, 15, 16)
e a presenca de ésteres de dcidos graxos insaturados com 16,
18 e 20 4tomos de carbono (picos 5, 7, 9, 10, 12, 13) (Figura
4 e Tabela 2).

Figura 4. Cromatograma da corrente idnica total (CIT) dos extra-
tos metandlicos da glindula abdominal da fémea de C. licus apos
esterificacdo.

Os espectros de massas dos ésteres saturados, mono-insa-
turados e di-insaturados tém fragmentos caracteristicos. Os
ésteres saturados apresentam os fragmentos diagnésticos de
ésteres metilicos m/z 74 (pico base) obtido pelo rearranjo do
tipo McLafferty e o fragmento m/z 87 obtido pela clivagem b
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Tabela 2. Compostos presentes na glandula abdominal de fé-
meas de C. licus com 1 a 6 dias de idade, extratos metanélicos
apo6s esterificagio, (CG/EM-CIT - Figura 4).

Picos Nomenclatura IUPAC

1 dodecanoato de metila

2 tridecanoato de metila

3 tetradecanoato de metila

4 pentadecanoato de metila

5 (Z)-9-hexadecenoato de metila

6 hexadecanoato de metila

7 (Z,2)-9,12-hexadecadienoato de metila
8 aldeido - hexadecanal

9 (Z,Z2)-9,12-octadecadienoato de metila
10 (Z)-9-octadecenoato de metila

11 octadecanoato de metila

12 (Z,2,2)-9,12,15-octadecatrienoato de metila
13 (Z)-9-eicosenoato de metila

14 "~ eicosanoato de metila

15 docosanoato de metila

16 tetracosanoato de metila

ao grupo carboxilico'?, como & o caso do espectro de massas
por impacto eletrénico do eicosanoato de metila (pico 14)
que apresenta os fragmentos m/z 326 (32%) (ion molecular
[M*]), 74 (100%), 43 (40), 55 (20), 87 (68), 97 (8), 129 (8),
143 (20), 199 (4), 227(4) e 283 (8). Os ésteres mono insatu-
rados, por sua vez, tém os fragmentos caracteristicos m/z M*Z
31, M*2 - 32, M*2 - 74, m/z 74 e m/z 55 como pico base. O
fragmento m/z 74 nos ésteres mono insaturados tem intensi-
dade relativa média. No espectro de massas do (Z)-9-
octadecenoato de metila (pico 10) podemos detectar a presen-
ca dos fragmentos caracteristicos [M*Z] m/z 296 (8%), M*2.
31 m/z 265 (20), M*Z32 m/z 264 (38), M*X-74 m/z 222 (20),
m/z 74 (60) e m/z 55 (100).

Os ésteres di-insaturados apresentam os fragmentos m/z
M*Z.32, M*2.74, m/z 74 com baixa intensidade relativa e o
pico base em m/z 67. O espectro de massas do (Z,Z)-9-12-
octadecadienoato de metila (pico 9) registra a presenga dos
fragmentos [M*X] m/z 294 (28%), m/z 67 (100), 41 (60), 59
(12), 74 (12), 81 (88), 95 (60), 109 (28), 123 (16), 150 (12),
M+2X-32 m/z 262 (4) e M*%-31 m/z 263 (12). O fragmento m/
z 67 pode ser justificado pela quebra da ligagdo alilica com
rearranjo de préton e formagio do fragmento [CSH7]*Z.

A localizacdo da dupla ligacdo nos carbonos C9-CI10 foi
determinada pelos derivados epoxidados. O cromatograma da
corrente ionica total (CIT) do ésteres apds epoxidacio (Figura
5) apresenta um maior tempo de retengfio para 0s compostos
epoxidados comparado com os respectivos ésteres insaturados
(Figura 4 picos 5 e 10, Tabela 2). Os fragmentos em m/z 127
e em m/z 199 do espectro de massa do (Z)-9,10-epoxi-hexade-
canoato de metila (pico 5) e os fragmentos em m/z 155 € m/z
199 do espectro de massa do (Z)-9,10-epoxi-octadecanoato de
metila (pico10) (Figura 6 A e B) correspondem as quebras ao
lado do anel epéxido de cada composto, o que permite confir-
mar a posi¢do da ligagdo dupla nos carbonos 9 e 10 dos res-
pectivos compostos.

Os compostos identificados até o momento nos extratos
hexanicos e metanélicos de C. licus (Tabelas 1 e 2) sdo co-
muns em tecidos de insetos'>. Os extratos hexanicos da glan-
dula abdominal da fémea de C. licus foram capazes de excitar
o macho no olfatdmetro em diferentes vazdes de ar e concen-
tragdes. A atividade do macho foi proporcional ao aumento da
concentragdo do extrato.
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Figura 6. Espectros de massas: A) (Z)-9,10-epoxi-hexadecanoato de
metila (pico 5) e B) (Z)-9,10-epoxi-octadecanoato de metila (pico 10)
presentes no ClTda Figura 5.
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