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RESUMO

A mosca das frutas Anastrepha obliqua (Macquart, 1835) é uma espécie de importancia econdmica,
causando grandes prejuizos a fruticultura, que sdo gerados durante uma oviposicdo feita pelo sexo
feminino, causando depreciacdo, queda prematura e inviabilizando a comercializa¢do e a indUstria. A
principal técnica usada para monitorar e controlar esses insetos é o uso de armadilhas contendo
atrativos de alimentos ou iscas toxicas; no entanto, a ineficiéncia e a ndo viabilidade dessas técnicas
demonstram a necessidade de encontrar uma abordagem alternativa para 0 manejo desses insetos.
Nesse cenario, surge uma estratégia adequada ao chamado controle comportamental, que utiliza
semioquimicos para atracdo e captura de insetos-praga. Estas substancias sdo produzidas pelo inseto
alvo, sendo liberadas em quantidades extremamente pequenas. Ha registros de produtos atrativos,
como alimentos e feroménios, para moscas-das-frutas de diferentes espécies no Instituto Nacional de
Propriedade Industrial (INPI), mas até o0 momento ndo ha registros de bases de patentes referentes a
atrativos para fémeas de A. obliqua geradas a partir de formulagbes baseadas em compostos volateis
liberados por machos coespecificos (feroménio sexual) e os emitidos por goiaba, carambola e manga.
Para tanto, foram utilizadas duas técnicas analiticas, a Cromatografia Gasosa acoplada a
Eletroantenografia (CG-EAG) e a Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-
MS), para identificar os componentes eletrofisiologicamente ativos. Com base nesses resultados, 0s
bioensaios comportamentais foram posteriormente realizados. As andlises revelaram os compostos
ativos de EAD nos diferentes extratos. No extrato contendo os volateis liberados pelos machos foram
identificados 5 compostos bioativos, sendo 1-heptanol, linalol, (Z) -3-nonen-l1-ol, (E, Z) -3,6-
nonadien-1-ol e a-farneseno. Cinco compostos bioativos, butirato de etila, a-pineno, B-pineno, f-
mirceno e B-cariofileno também foram identificados no extrato da goiaba. No extrato de carambola,
foram encontrados quatro compostos bioativos, -mirceno, linalol, ocimeno e octanoato de etila, e no
extrato de manga, a-pineno, B-mirceno, canfeno e sabineno foram identificados como compostos
bioativos. Os resultados também revelaram compostos comuns em extratos desses frutos hospedeiros e
a mistura de feromonios liberada por machos coespecificos. Portanto, formulaces contendo misturas
de compostos bioativos foram preparadas e testadas em bioensaios comportamentais realizados em
condigdes de laboratdrio. Entre as formulacfes testadas, atratividade semelhante para todas as misturas
de compostos ativos de EAD encontrados no feroménio sexual masculino. Com relacdo as
formulagdes baseadas nos compostos ativos de EAD dos frutos hospedeiros, diferentes resultados
foram obtidos para cada fruto estudado. Por exemplo, as misturas de formulagdes denominadas M1G,
M2G, M3G, M4G foram tdo atrativas quanto o extrato de goiaba e a mistura M6G foi mais atraente
gue o extrato. Em relacdo as misturas de formulacdo, baseadas em compostos bioativos de carambola,
rotulados como M1C, M2C, M3C e M4M, estes foram téo atrativos quanto o extrato de carambola.
As misturas formuladas M2M, M3M, M4M e M5M derivadas do extrato de manga foram tdo
atrativas quanto o extrato da fruta. No entanto, a mistura M1M foi mais atraente que o extrato de
manga. Os resultados de ensaios utilizando formula¢es contendo misturas de compostos comuns a
feromdnios sexuais masculinos e extratos de frutos hospedeiros mostram que todas as formulacdes
contendo compostos bioativos de extratos de goiaba e manga foram tdo atrativas quanto os respectivos
extratos. Duas misturas formuladas, M3FC e MA4FC derivadas de carambola provocaram tanta
atratividade quanto o extrato de carambola. Por outro lado, as misturas formuladas rotuladas como
M1FC e M2FC desencadeiam maior atratividade que o extrato de carambola. Assim, é possivel
concluir que as formulagOes atrativas para fémeas de A. obliqua, relatadas no presente estudo,
apresentam grande potencial para serem empregadas em estratégias de controle dessa praga em
pomares infestados.

Palavras-chave: Feromonio. Cairomdnios. Compostos comuns



ABSTRACT

The fruit fly Anastrepha obliqua (Macquart, 1835) is a species of economic importance, causing great
damages to fruit growing, which are generated during an oviposition made by females, causing
depreciation, premature fall and making the fruit unfeasible for trade and industry. The main technique
used to monitor and control these insects is the use of traps containing food attractants or toxic baits;
however, the inefficiency and non-viability of these techniques demonstrate the need to find an
alternative approach for the management of these insects. In this scenario, appears a suitable strategy
the so called behavioural control, which uses semiochemicals for attraction and capture of insect pests.
These substances are produced by the target insect, being released in extremely small amounts. There
are records of attractive products, such as food and pheromones, for fruit flies of different species at
the National Institute of Industrial Property (INPI), but to date, there are no records on patent bases
referring to attractants for A. obliqua females generated from formulations based on volatile
compounds released by conspecific males (sex pheromone) and those emitted by guava, carambola
and mango. For this purpose, two analytical techniques, Gas Chromatography coupled to
Electroanthenography (CG-EAG) and Gas Chromatography coupled to Mass Spectrometry (CG-MS)
were used to identify the electrophysiologically active components. Based on these results behavioral
bioassays were later performed. The analyzes revealed the active EAD compounds in the different
extracts. In the extract containing the volatiles released by males 5 bioactive compounds were
identified, namely 1-heptanol, linalool, (Z) -3-nonen-1-ol, (E, Z) -3,6-nonadien-1-ol and a-farnesene.
Five bioactive compounds, ethyl butyrate, a-pinene, p-pinene, S-myrcene and g-caryophyllene were
also identified in the guava extract. In the starfruit extract, four bioactive compounds, S-myrcene,
linalool, ocimene and ethyl octanoate were found, and in the extract of mango, a-pinene, f-myrcene,
camphene and sabinene were identified as bioactive compounds. The results also revealed common
compounds in extracts of these host fruits and the pheromone mixture released by conspecific males.
Therefore, formulations containing mixtures of bioactive compounds were prepared and tested in
behavioural bioassays performed under laboratory conditions. Among the formulations tested, similar
attractiveness for all mixtures of EAD active compounds found in the male sex pheromone. Regarding
the formulations based on EAD active compounds from host fruits, different results were obtained for
each fruit studied. For instance, the formulations mixtures named M1G, M2G, M3G, M4G were as
attractive as the guava extract and the M6G blend was more attractive than the extract. Regarding the
formulation mixtures, based on starfruit bioactive compounds, labelled as M1C, M2C, M3C and
M4M, those were as attractive as the starfruit extract. The formulated mixtures M2M, M3M, M4M
and M5M derived from mango extract were as attractive as the fruit extract. However, the mixture
M1M was more attractive than the mango extract. The results of assays using formulations containing
mixtures of compounds common to male sex pheromone and host fruit extracts show that all
formulations containing bioactive compounds from guava and mango extracts compounds were as
attractive as the respective extracts. Two formulated mixtures, M3FC and M4FC derived from
starfruit elicited as much attractiveness as the starfruit extract. On the other hand, the formulated
mixtures labelled as M1FC and M2FC trigger higher attractiveness than the starfruit extract. Thus, it
is possible to conclude that the attractive formulations for A. obliqua females, reported in the present
study, present great potential to be employed in strategies to control this pest in infested orchards.

Key words: Pheromone. Kairomones. Common compounds
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1. INTRODUCAO

A demanda social por produtos de fontes naturais que proporcionem melhor qualidade
de vida tem crescido ao longo dos anos, entretanto, o processo produtivo agricola esta cada
vez mais dependente dos agrotoxicos e fertilizantes quimicos por causa do ataque de alguns
tipos de pragas (MELO, 2010; CASSAL et al., 2014). Neste contexto, os paises que tém
elevado potencial para producdo de frutas devido a alguns fatores como extensao territorial e
condigdes climaticas, chegam a investir mais de um bilhdo de ddlares por ano para o controle
de algumas pragas (FACHINELLO et al., 2008; FAO 2013; CROPLIFE, 2017). Em relagdo
aos paises importadores, foram criados protocolos de certificacdo para estabelecer a
equivaléncia dos produtos através das fronteiras garantindo que estes estejam livres de pragas
de restricdo quarentenaria (PINHEIRO et al., 2009; TREICHEL et al., 2016).

Uma alternativa para o controle de pragas que € considerada agricolamente aceitavel,
devido a sua formulacéo especifica e aos pequenos impactos ambientais quando comparado as
outras formas de controle é a utilizacdo de semioquimicos como atraentes (VILELA &
MAFRA-NETO, 2001; HASSANALI et al., 2008; RIFFEL & COSTA, 2015). Essa
alternativa tem contribuido muito para o conhecimento dos habitos reprodutivos dos insetos
que atacam as plantacdes de culturas relevantes na fruticultura (CARVALHO et al., 2000;
ROMANO, 2009). Assim, grupos de pesquisadores, em nivel mundial, vém trabalhando na
identificacdo dos componentes volateis como atrativos para diversas espécies de pragas,
incluindo as moscas das frutas.

A importancia econdmica de insetos praga, tais como as moscas das frutas, resulta dos
danos provocados nos frutos, os quais sdo gerados durante a oviposicdo de fémeas e o
desenvolvimento das larvas no interior dos frutos, tornando-os inapropriados para 0 consumo,
comercializacdo e industrializacdo (ALUJA, 1994; MALAVASI et al., 2000; GREGORIO et
al., 2010). As espécies de moscas das frutas de importancia econémica mundial estdo
agrupadas em seis géneros: Ceratitis, Anastrepha, Bactrocera, Rhagoletis, Dacus e
Toxotrypana (CUNHA et al., 1993; MALAVASI et al., 2000). No Brasil, os géneros Ceratitis
e Anastrepha sdo os mais importantes economicamente, uma vez que algumas espécies, que
infestam a maioria das frutas produzidas no pais fazem parte destes géneros (ZUCCHI, 2000).

No género Anastrepha, A. obliqua (Macquart, 1835) destaca-se por apresentar um alto
nivel de adaptacdo, desenvolvendo-se nos frutos de manga (Mangifera indica L.), jambo

(Jambosa sp), goiaba (Psidium guajava L.) e carambola (Averrhoa carambola L.), sendo os
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frutos de goiaba, carambola e manga os mais atacados no Estado de Alagoas (GONCALVES,
2001). Devido a sua polifagia, A. obliqua é considerada uma praga de restricdo quarentenaria
que pode reduzir significativamente a producdo de algumas culturas, causando danos
econdmicos que a colocam dentro do manejo integrado de pragas (MAPA, 2017). Em relagao
a comunicagdo quimica, estes insetos utilizam sinais quimicos, os quais desempenham papéis
diversos e fundamentais na transferéncia de informacdes entre individuos da mesma espécie
ou de espécie diferente, permitindo que possam escolher locais para oviposicdo, se defendam
contra predadores e, no caso dos insetos sociais, organizem suas comunidades (ZARBIN et
al., 2009; MACNEIL & MILLAR, 2012). Essa comunicacdo ¢ mediada por compostos
volateis que podem ter acdo feromonal ou cairomonal (ZARBIN, 2001).

Dada a importancia dos semioquimicos na comunicacdo quimica dos insetos,
atualmente, existem registros de produtos utilizados como atraentes alimentares e feromonais
como marcagdo de hospedeiros, aliados ou ndo a inseticidas, para moscas das frutas de
diferentes espécies, incluindo Bactrocera dorsalis (US2011290909), Ceratitis capitata,
Anastrepha ludens (US19874820513, BR8605335, GB2178315, Pl 9914748-3 A2) e 0s
atraentes de acdo feromonal e cairomonal relacionado a A. fraterculus sob os numeros
BR1020150164041 e BR1020160038219, respectivamente. No que se refere a Anastrepha
obligua, hd uma patente que descreve 0s constituintes quimicos obtidos de volateis de frutos
de goiaba (Spondias mombim) empregando o septo de borracha como liberador (Pl 0610227-
1A2 e US2008030572). Entretanto, até o presente momento o uso de biopolimero como
liberadores existem apenas nos registros em bases patentarias, referentes aos atraentes para A.
obliqua derivados desta tese, que sdo baseados em compostos volateis oriundos do feroménio
de machos coespecificos (BR 10 2018 000016 0), dos frutos de goiaba (BR 10 2018 071320
5), carambola (BR 10 2019 004541 8) e manga (BR 10 2018 072563 7) e dos compostos
comuns entre os hospedeiros de goiaba, carambola e manga e o feroménio sexual de machos
desta espécie (BR 10 2019 004543 4).

Estas patentes foram concebidas pela necessidade de se descobrir formulacgdes
atraentes para fémeas virgens e acasaladas desta espécie baseadas na composicdo de
compostos volateis oriundos do feromoénio de machos e dos frutos hospedeiros preferenciais
goiaba, carambola e manga. Portanto, o presente trabalho teve como objetivo geral, identificar
formulagdes atraentes para fémeas de Anastrepha obliqua oriundas dos compostos volateis
presentes no feromonio sexual e nos frutos de goiaba, carambola, manga e compostos comuns

ao feromdnio sexual e frutos hospedeiros, 0s quais podem se tornar potenciais produtos para
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serem aplicados sob a forma de formulagdes especificas e agricolamente aceitaveis para o
monitoramento e controle desta praga. Para tanto, inicialmente apresenta-se uma revisdo da
literatura, seguida pelo capitulo I: Identificacdo do feromonio sexual de Anastrepha obliqua,
capitulo Il: Atracdo de fémeas de Anastrepha obliqua para frutos hospedeiros e capitulo IlI:
Atracdo de fémeas de Anastrepha obliqua a compostos comuns aos frutos hospedeiros e aos
componentes volateis liberados por machos coespecificos.

Considerando os objetivos descritos na revisdo da literatura e nos capitulos 1, 2 e 3 0
presente estudo objetivou desenvolver formulagdes de misturas, em diferentes combinagdes,
para emprego em ensaios comportamentais que foram conduzidos em laboratério objetivando
a obtencdo de formulacdes baseadas na composicdo do feromdnio sexual e dos volateis
liberados pelo frutos hospedeiros e dos compostos comuns ao feromonio e aos frutos

hospedeiros que possam ser eficazes e viaveis na atracao e captura de fémeas de A. obliqua.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Fruticultura brasileira

A fruticultura desempenha um papel importante no contexto socioecondémico de um
pais, dentre estes, tais como a utilizacdo intensiva de méo de obra, o desenvolvimento de
agroindustrias e a diminuicdo das importagfes (FACHINELLO et al., 2008). Para a economia
brasileira, este € um dos setores de maior destaque do agronegocio, o que pode ser justificado
pelo elevado potencial para a producédo de frutiferas devido a diversidade de clima, solos e
condicBes ecoldgicas que favorecem a grande variedade de culturas produzidas no Brasil
(TREICHEL et al., 2016). Em nivel mundial, China, india e Brasil representam quase 50% da
producdo mundial de frutas frescas que totalizam, no ano de 2012, aproximadamente 341
milhdes de toneladas de frutas (FACHINELLO et al., 2008; FAO 2013; TREICHEL et al.,
2016).

A producéo de frutas no Brasil esta crescendo significativamente em todos os Estados,
com destaque para Sdo Paulo, Bahia e Minas Gerais que foram responsaveis, no ano de 2015,
por cerca de 60% da producdo de frutas frescas (TREICHEL et al., 2016). No que se refere a
exportacdo, aproximadamente 100 paises compram diferentes tipos de frutos brasileiros, que
sdo aceitos no mercado externo devido a sua qualidade e a sustentabilidade do setor
(CARVALHO et al., 2017). Segundo a Associacéo Brasileira dos Produtores Exportadores de
Frutas e Derivados (Abrafrutas), em 2016, foram exportadas 789.889 mil toneladas de frutas
frescas ou secas, resultando em uma receita de 702.388 milhdes de dolares (CARVALHO et
al., 2017). Curiosamente, os Estados que mais produzem frutas no Brasil ndo sdo
necessariamente 0s que mais exportam, em 2016 na regido Nordeste, os estados do Cear, Rio
Grande do Norte e Bahia foram 0s que mais se destacaram por exportarem cerca de 71% dos
frutos do produzidos no Brasil (CARVALHO et al., 2017).

Nos ultimos anos, os fruticultores enfrentam o desafio de produzir frutos de qualidade
para cumprir novas exigéncias dos paises importadores, uma vez que, o mercado internacional
tem adotado protocolos de certificacdo para estabelecer a equivaléncias dos produtos através
das fronteiras. Os certificados sdo necessarios para o deslocamento de produtos que sao
potenciais veiculos de pragas quarentenarias (PINHEIRO et al.,, 2009). As pragas
quarentendrias sdo agrupadas em duas categorias, as pragas Al sdo as espécies exoticas, nao
detectadas no pais e A2 sdo pragas de importancia econémica potencial, j& presentes no pais,

porém apresentam disseminacao localizada e por isso sdo submetidas a programas oficiais de
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controle (MAPA, 2017). Entre as pragas quarentenarias A2, existem as moscas das frutas da
familia Tephritidae que vem causando perdas diretas e indiretas aos fruticultores nas Gltimas
décadas. Em 2015 o Brasil langou o Plano Nacional de Combate as Moscas das Frutas
(PNCMF) que seria implantado até 2018 e previa um investimento de 128 milhdes de reais
em 10 estados brasileiros, que estdo de acordo com a Instru¢cdo Normativa N° 24, de 8 de
setembro de 2015 (TREICHEL et al., 2016). Os investimentos no controle das moscas das
frutas sdo necessarios para ampliar o mercado de exportacéo brasileiro que sofre com a falta
de produtos registrados que sejam eficientes para o controle desta praga (TREICHEL et al.,
2016).

2.2 Distribuicéo geografica das espécies de moscas das frutas associadas aos hospedeiros
no Brasil

Os géneros de moscas das frutas de ampla distribuicdo em nivel mundial sdo: Dacus,
Bactrocera (Newman, 1834), Ceratitis (Wiedemann, 1824), Toxotrypana, Anastrepha
(Schiner, 1868) e Rhagoletis (CUNHA et al., 1993; ZUCCHI, 2000). No Brasil, os géneros
Bactrocera e Ceratitis estdo representados por uma Unica espécie, enquanto o género
Rhagoletis e Anastrepha sdo representados por 4 e 94 espécies respectivamente. Dentre o
género Anastrepha, sete espécies sdo particularmente importantes do ponto de vista
econdémico — A. grandis (Macquart), A. fraterculus (Wiedemann), A. obliqua (Macquart), A.
pseudoparallela (Loew), A. sororcula (Zucchi), A. striata (Schiner) e A. zenildae (Zucchi)
(ZUCCHI, 2000). A distribuicdo geogréafica de uma espécie estd inteiramente relacionada
com o0s hospedeiros que ela é capaz de utilizar como alimento, desta forma a diversidade de
géneros presentes no Brasil reflete suas interacbes com o hospedeiro e sua ocorréncia e
adaptacBes que resultaram das condi¢cbes ambientais e da competicdo entre espécies
(SELIVON, 2000). As constantes ampliacbes nas areas cultivadas com frutas em varias
regidbes também contribuiram para modificar em algumas décadas o atual quadro
biogeogréafico das moscas das frutas no Brasil (MALAVASI, 2009).

Os registros apresentados pela Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz
(ESALQ) sobre a ocorréncia do género Anastrepha no Brasil, mostram que os estados do
Espirito Santo, Amapa, Amazonas e Sdo Paulo sdo os locais onde foram registrados maior
ocorréncia de moscas das frutas (Tabela 1). Quando comparadas, todas as regides brasileiras
apresentam registros de espécies do género Anastrepha, apresentando os maiores registros as

regides norte, nordeste, sudeste, sul e centro oeste, respectivamente.
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Tabela 1 — Distribuicéo de espécies do género Anastrepha no Brasil

Quantidade de espécies do

Regiao Estados género Anastrepha
Acre (AC) 5
Amapé (AP) 37
Amazonas (AM) 36
Norte Para (PA) 21
Rondénia (RO) 08
Roraima (RR) 24
Tocantins (TO) 16
Alagoas (AL) 3
Bahia (BA) 31
Cearéa (CE) 04
Maranhdo (MA) 17
Nordeste Paraiba (PB) 06
Pernambuco (PE) 09
Piauf (PI) 17
Rio Grande do Norte (RN) 12
Sergipe (SE) 1
Goiés (GO) 17
Centro-Oeste  Mato Grosso do Sul (MS) 24
Mato Grosso (MT) 18
Espirito Santo (ES) 39
Minas Gerais (MG) 31
Sudeste <20 paulo (SP) 36
Rio de Janeiro (RJ) 26
Parana (PR) 9
Sul Rio Grande do Sul (RS) 18
Santa Catarina (SC) 26

Fonte: http://www.lea.esalg.usp.br/. NR-Corresponde a auséncia de registros no estado

O género Anastrepha, de maior ocorréncia no Brasil, é nativo das Américas, sendo que
das 212 espécies conhecidas, 99 ocorrem no Brasil (AGUIAR-MENEZES et al., 2004;
FERRARA et al., 2004; ZUCCHI, 2007; LEAL et al., 2009). Dentre as espécies do género
Anastrepha, as mais polifagas sdo A. fraterculus, desenvolvendo-se em 115 espécies de
hospedeiros com preferéncia por frutos da familia Myrtaceae, e A. obliqua que se desenvolve
em 49 espécies de frutos, principalmente os da familia Anacardiaceae (ZUCCHI, R.A. 2012),
sendo a manga (Mangifera indica L.) o fruto hospedeiro preferencial de A. obliqua, tanto no
Brasil quanto na Colémbia (MALAVASI et al.,, 2000; SALDANHA & SILVA, 1999;

NORRBOM & KIM, 1988). Anastrepha obliqua esta distribuida em quase todos os estados
24


http://www.lea.esalq.usp.br/

brasileiros, ndo sendo reportada apenas em Sergipe e Brasilia. Quarenta e nove espécies de
frutos hospedeiros registrados estdo associados a essa espécie nos 25 estados brasileiros
(Tabela 2).

Tabela 2 — Familias de frutos hospedeiros registrados para Anastrepha obliqua no Brasil

Familias Namero
Rubiaceae 02
Anacardiaceae 12
Oxalidaceae 01
Malpighiaceae 03
Myrtaceae 24
Rutaceae 02
Rosaceae 02
Apocynaceae 01
Combretaceae 01
Sapotaceae 01

Fonte: http://www.lea.esalq.usp.br/anastrepha/edita_ssp_i.php

2.3. Descricao e ciclo de vida do inseto

A identificacdo taxondmica do género Anastrepha é feita através de analises
morfométricas da cabeca, torax, mesotdrax, asas e a morfologia de aculeos de fémeas adultas
(ZUCCHI, 2000). Nas espécies do género Anastrepha, os adultos medem cerca de 15 mm de
comprimento, sdo amarelados com tonalidade marrom, especialmente no abdémen, cabeca e
pernas. A face dorsal do térax é de cor castanha amarelada e apresenta trés faixas
longitudinais amarelo claras (ZUCCHI, 2000; WEENS et al., 2001). O macho apresenta o
abddémen arredondado com seis segmentos, enquanto que a fémea apresenta sete segmentos
onde o ultimo é modificado em um apéndice tubular, formando a bainha do ovipositor em
formato de faca, medindo cerca de 1,2 mm de comprimento que diferencia a fémea do macho
(Figura 1) (ALUJA, 1994; ZUCCHI; 2000; MALAVASI, 2009; HERNANDEZ-ORTIZ et al.,
2004). A espécie A. obligua apresenta caracteres morfologicos distintos quando comparado
com outras espécies, na asa existe um ramo distal da banda “V” que geralmente ¢
descontinuo, e o mediotergito é formado por uma mancha “desbotada” ou com contornos mal
definidos (RORIZ et al., 2015).
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Figura 1 — Morfologia do inseto

Faixa “S"

Faixa “V*

Macho (a), fémea (b), mediotergito (c), asa (d), actleo (e) de A. obliqua

Fonte: Adaptado de RORIZ et al., 2015

No que se refere ao ciclo de vida, as moscas das frutas apresentam metamorfose
completa passando pelos estagios de ovo, larva, pupa e adulto (Figura 2). As fémeas utilizam
os frutos em estagios verdes ou proximos a maturacao, nos quais realizam puncturas (insercéo
do aculeo) na casca para a oviposicdo, ocasionando danos irreversiveis em alguns frutos
(MALAVASI, 2009). A fase de ovo ocorre no intervalo de 1 a 2 dias. Ao eclodirem, as larvas,
de cor branca a branco-amarelada, apresentam o corpo liso e passam por trés instares dentro
do fruto, com duracdo de 6-9 dias, produzindo galerias no interior dos frutos e utilizando a
polpa do fruto como fonte alimentar (MALAVASI, 2009). Na Gltima fase da larva, elas saem
dos frutos e enpupam no solo na camada que vai de 2 a 6 cm de profundidade (CARVALHO,
2000). O ciclo é completado no periodo de aproximadamente 30 dias apds a emergéncia dos

adultos dependendo de alguns fatores como a temperatura e o clima.
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Figura 2 — Ciclo de vida das moscas das frutas

10-15 dias
6-9 dias
Larvas no fruto
Fonte: Autora, 2017
2.4. Os danos gerados por moscas das frutas

As moscas das frutas sdo consideradas como uma das maiores ameacas a fruticultura
nacional e mundial devido aos danos provocados em frutos de importancia econdmica, 0s
quais derivam da oviposicdo de fémeas e do desenvolvimento das larvas no interior dos
frutos, tornando-os inapropriados para 0 consumo, comercializacdo e industrializacdo
(ALUJA, 1994; MALAVASI et al., 2005; GREGORIO et al., 2010). Além disso, restrigdes
quarentendrias podem ser impostas a exportacdo de frutos in natura, o que implica em
aumento nos custos de producéo, desta forma a caracterizacdo de danos gerados por moscas
das frutas é importante para a definicdo de estratégias de controle destes insetos (ARAUJO et
al., 2009). Dentre estes danos, pode-se citar o apodrecimento dos frutos em decorréncia da
atividade enzimatica da flora bacteriana especifica do inseto que causa a queda precoce do

fruto constituindo assim o dano direto (Figura 3) (AGUIAR-MENEZES et al., 2004;
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CARVALHO, 2005; NONDILLO et al., 2007). Os danos indiretos sdo causados por
infeccOes secundarias provocadas por fungos e bactérias, que se alojam no interior dos frutos
por causa das aberturas feitas pela oviposicao da fémea (Figura 4) (AGUIAR-MENEZES et
al., 2004; CARVALHO, 2005; NONDILLO et al., 2007).

Figura 3 — Danos diretos nos frutos de carambola (a), goiaba (b) e laranja (c)

Fonte: Autora, 2017
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Figura 4 — Danos indiretos no fruto de goiaba

Fonte: Autora, 2017

Os danos diretos causados por moscas das frutas podem gerar perdas de producdo em
diferentes niveis dependendo da regido, clima e hospedeiros. No Peru, o Servico Nacional de
Sanidade Agraria (SENASA) indica que as perdas de producdo de cultivos podem estar entre
30% a 50% e no México, durante os anos 1978 e 2008, foram estimadas perdas no valor de
US$ 435 milhdes com frutos de manga (CROPLIFE, 2017). No Brasil estima-se que as
moscas das frutas gerem prejuizos da ordem de aproximadamente US$ 120 milhdes ao ano
em perdas de colheita, custos de controle e comercializacdo (TREICHEL, et al, 2016). De
acordo com a Organizagdo das NagOes Unidas para a Alimentacdo e Agricultura (FAO),
mundialmente, os prejuizos causados por tefritideos totalizam US$ 1,7 bilhdo por ano, sendo

que 10% deste montante corresponde 0s prejuizos registrados no Brasil (FAO 2013).
2.5. Monitoramento e formas de controle de moscas das frutas

O controle eficiente de uma determinada espécie de praga de importancia econémica
tem que estar baseado no conhecimento da sua flutuagdo populacional, desta forma, pode-se
viabilizar o planejamento de estratégias de manejo mais eficazes (RONCHI-TELES, 2000).
Para tanto, € necessario 0 monitoramento da praga para constatar a abundancia e a flutuacao
populacional das espécies possibilitando as a¢des de controle de moscas das frutas através da
integracdo de varios métodos, uma vez que essas espécies apresentam caracteristicas que as
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distinguem como pragas-chave, como a alta producgéo e viabilidade de ovos, capacidade de
dispersdo de adultos e colonizacdo em diferentes condigcbes ecoldgicas (SOUZA-FILHO,
2002; CARVALHO, 2005).

A espécie A. obliqua é considerada um organismo praga por ser responsavel pela
reducdo na producdo de algumas culturas causando danos econdmicos que a caracterizam
dentro do manejo integrado de pragas. Neste sistema, procura-se realizar o controle da praga
através do uso integrado dos métodos de controle selecionados com base em parametros
técnicos (eficacia), econdmicos (maior lucro), ecotoxicolégicos (preservacdo do ambiente e
da satde humana) e socioldgicos (adaptaveis ao usuario) (PICANCO, 2008).

As medidas disponiveis para o controle de moscas das frutas envolvem o controle
quimico através de pulverizacdo; o controle cultural, através da coleta dos frutos caidos; o
controle bioldgico utilizando insetos e microrganismos benéficos e o controle genético através
da técnica do inseto estéril (TIE) (Tabela 3) (BRAGA et al., 2001).

Para o monitoramento de moscas das frutas, os procedimentos a serem adotados
obedecem a Instrucdo Normativa n® 20 de 13 de julho de 2010 que determinam a implantacéo,
manutencédo e aplicagdo de medidas integradas em um enfoque de sistemas para manejo de
moscas das frutas, dos quais as principais armadilhas utilizadas sdo: armadilha adesiva,

armadilha McPhail, armadilha Jackson e armadilha Steiner (Tabela 4).
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Tabela 3 — Tipos de controle empregados em moscas das frutas

TIPOS DE - " PARAMETROS
CONTROLE TECNICA USUARIO VANTAGENS DESVANTAGENS TECNICOS
L Uso de iscas toxicas efou Fruticultor/ Aplicacdo rapida com periodo Re5|d_uos tOX'POS’ agdo sobre Eficiente
Quimico T T < organismos ndo alvos e alto o
pulverizacdes com inseticidas empresa  longo de duragdo no campo custo Socioldgico
. x L E especifico e geralmente, x . Eficiente
o Criacdo e introducéo de inimigos « S Apresenta uma agdo mais lenta e N
Biologico . Empresa  ndo provoca desequilibrios no Ecotoxicologico
naturais no campo . alto custo
ambiente
Cultural Destrun;.ao de f_rutos caidos de Fruticultor  N&o deixa residuos toxicos Alto custo e méo de obra Ecotoxicologico
hospedeiros cultivados
Criagdo mag.sal do inseto praga . Alto custo e dependéncia de ..
que se deseja controlar, seguido Atinge somente a praga alvo . e . Eficiente
- ARt condicGes geograficas favoraveis L
Genético da esterilizacdo de machos pelo  Empresa Ecotoxicoldgico

uso de radiacéo
Gama, na fase de pupa

Nao deixa residuos toxicos

para a liberagdo de machos
estéreis.

Semioquimicos

Uso de armadilhas com
feromodnio ou cairoménio como
atraentes

Fruticultor/
empresa

Seletividade as pragas

Né&o toxico

Né&o poluente

Aplicacdo rapida

Uso de pequenas quantidades
para o controle

Necessidade de desenvolver
metodologia de liberacdo e
dificuldade na determinacdo dos
compostos atraentes

Econdmico
Eficiente
Ecotoxicoldgico

Fonte: Adaptado de Marques, 2010.
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Tabela 4 — Tipos de armadilhas utilizadas no monitoramento de moscas das frutas

ARMADILHA TECNICA VANTAGEM DESVANTAGEM
Adesiva Feita de madeira ou plastico A ef|C|e_nC|a d?
. Apresenta uma capturar insetos e
pintada de amarelo, sobre a N o .
. combinacdo de cores reduzida a medida
parte pintada de amarelo i
que estes ficam

aplica-se uma cola adesiva
“sticken” para imobilizar os
insetos atraidos e como
atrativo utiliza 0
paraferomoénio Trimedlure.

presos na cola, além
de perder o poder

adesivo com O
tempo; poeira e
chuvas

McPhail Feita de plastico transparente O liquido atraente Raio .de_ atragao €
mais limitado

com uma abertura em sua pode conter
base para a entrada das inseticida para
moscas. Na parte basal é acelerar a morte da
colocado uma solugdo de mosca e capturar
proteina  hidrolisada para ambos 0s sexos
atracdo das moscas
Formato tipo “delta”, feita de Boa eficiéncia na Em altas
papel rigido, o atraente captura de moscas populagdes, a
feromonio ou 0 das frutas, com facil lamina de papel
paraferoménio Trimedlure € manejo e o custo rigido com 0
colocado suspenso por um baixo. adesivo fica

arame no interior da
armadilha. Uma lamina de
papel com uma cola “sticken”
é colocada na parte inferior
da armadilha para captura das
moscas atraidas.

completamente
coberta com moscas
e perde a eficiéncia
de captura.

Steiner

Armadilha de material
plastico transparente de forma
cilindrica, com orificios de
entrada em cada extremidade
em forma de cone invertido,
que permitem a entrada, mas
evitam a saida do inseto.

Capturar um elevado

nimero de insetos,
sem diminuir sua
capacidade de

captura, como ocorre
em outros modelos

Elevado custo

Fonte: Adaptado de Sobrinho et al., 2001; Marques, 2010
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Diante do exposto, novas técnicas que conservem 0s recursos naturais e mantenham a
qualidade ambiental, ecoldgica e sejam economicamente vidveis devem ser implementadas.
Para tanto, uma das ferramentas que obedecem a esses critérios € conhecida como Manejo
Integrado de Pragas (MIP) (NARANJO et al, 2015). O MIP deve apresentar: o
desenvolvimento de materiais mais resistentes através do melhoramento genético, 0 emprego
de semioquimicos, sendo os feroménios e os cairomobnios 0s mais usados e a utilizacdo de
agentes de controle bioldgico, como por exemplo, o0s inimigos naturais (HASSANALI et al.,
2008; RIFFEL & DA COSTA, 2015).

2.6. Semioquimicos para o controle dos insetos

O conhecimento da ecologia quimica de inimigos naturais, dos herbivoros e das
plantas hospedeiras é fundamental para o desenvolvimento das estratégias para um MIP
efetivo. Uma das formas de utilizacdo do MIP é o uso dos semioquimicos como forma de
controle atraves de armadilhas com feromonio ou cairoménio como atraentes (Tabela 5). No
que se refere aos feromonios, existem duas formas de utilizacdo, para 0 monitoramento ou
controle do nivel e dano econémico.

Pesquisas, baseadas na utilizacdo de semioquimicos para o controle de pragas, vém
sendo realizadas em todo o mundo contemplando estudos com 103 dos 447 insetos-praga do
agronegacio brasileiro (ZARBIN et al., 2009). A ANVISA, Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria, possui registros de 338 produtos para controle de insetos-praga dentre os quais 298
sdo inseticidas, 12 bioldgicos e 28 feromdnios. Os dipteros constituem a quarta ordem de
insetos com a maior quantidade de espécies-praga no Brasil, as quais compreendem 18
espécies associadas a 6 familias distintas, dentre as quais encontram-se Anastrepha
fraterculus, Anastrepha obliqua, Ceratitis capitata e Bactrocera carambolae (ZARBIN et al.,
2009).

Um dos principais gargalos do uso do semioquimicos, como forma de controle de
insetos-praga € a liberacdo destes compostos, visto que estes possuem alta volatilidade. Por
este motivo, € necessario que sejam determinados parametros como a taxa de liberacdo e/ou
composicdo do atraente de modo a garantir a efetividade na atracdo. Os liberadores utilizados
para semioquimicos sdo diversos, com destaque para o septo de borracha que possui sistemas
matriciais, onde os semioquimicos estdo adsorvidos em uma espécie de rede formada por

cadeias de uma ou varias substancias quimicas polimerizadas, denominada matriz, que atua
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como agente modulador da liberagdo (MUNOZ-PALLARES et al., 2001). Um outro tipo
liberador sdo os polimeros naturais, que tem como caracteristica uma degradacdo ndo-toxica,
proveniente da desacetilacdo da quitina, um polissacarideo presente no exoesqueleto de
animais como crustaceos, moluscos e insetos (ANGELOVA & HUNKELER, 1999).
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Tabela 5 — Formas de utilizagdo dos semioquimicos

Monitoramento Coleta massal Confusao sexual Push-Pull Atrai e Mata
Impregnar uma
Refletir as mudangas na determinada 4rea com e . - A
; . . . - L Utilizacdo de estimulos Utilizar o feroménio
densidade populacional Realizar a captura de insetos feromonios sintéticos, ; ) S
- iy . . . L atrativos e repelentes para junto com inseticida que
Objetivo  permitindo estimar o local e através de  armadilhas, com o intuito do . R ) :
. . - . . manipular a distribuicdo e o atrai e mata o inseto que
época em que a atividade dos contendo feromdnios rompimento do sistema .
. LN -~ .~ comportamento do inseto entra em contato
insetos serd maxima normal de comunicagdo
entre os individuos
Composto de uma cultura
Uso de armadilhas com Armadilhas com feroménio Utilizagdo de arr_nadllhas p_rmC|paI queeprotegl_da por Armadﬁﬂhas com
A com grande quantidade de pistas de localizagdo feroménio e inseticida,
feromonio e dependendo da para remover um . o :
Forma de . . , Lo feromonio sintético negativas (que afasta), que aumentando a chance de
densidade de insetos namero  significativo de . - . « .
uso ; s e impossibilitando o inseto resulta em reducdo da contato do inseto ao
decide-se pela aplicacdo ou individuos . . « S
< I de seguir a pluma de infestacdo pela praga ou em inseticida
ndo do inseticida Ny N
feromonio natural alteragéo do seu
desenvolvimento
Espécies Cydia Nigricana Rhynchophorus palmarum Plodia interpunctella Sitona lineatus Grapholita molesta
estudadas (Tortricidae) (Curculionidae) (Pyralidae) (Curculionidae) (Tortricidae)

Fonte: Adaptado de Baker, T.C. 2009; Goulart et al., 2015; Larsson, 2016
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2.7. Os sinais quimicos envolvidos na comunicagao de insetos

Um dos mais importantes tipos de comunica¢do que 0s insetos e outros organismos
utilizam é a comunicacdo quimica. Os insetos sdo eximios usuarios de sinais quimicos, 0s
quais desempenham papéis diversos e fundamentais na transferéncia de informac@es entre
individuos da mesma espécie ou de espécie diferente (MACNEIL & MILLAR, 2012). As
substancias quimicas reconhecidas pelos insetos permitem que 0S mesmos encontrem
parceiros para o acasalamento, alimento ou presa; escolham locais para oviposicdo, se
defendam contra predadores e, no caso dos insetos sociais, organizem suas comunidades
(ZARBIN et al., 2009).

Os compostos envolvidos na comunicacdo quimica dos insetos, em sua maioria, Sao
detectados através do uso das suas antenas que é um 0rgdo especializado na captagédo e
transmissdo de estimulos olfativos e mecénicos. Podendo discriminar mudangas na
concentracdo do composto, na composi¢cdo e na sua isomeria, 0 que confere a antena uma
excelente especificidade e sensibilidade (MORAES et al., 2008). O individuo receptor da
mensagem quimica utiliza os compostos como gatilhos fisiolégicos para reacles
comportamentais especificas, onde a recepcdo do sinal quimico é baseada na ligacédo
temporaria de moléculas a um receptor especifico (MORAES et al., 2008).

Os semioquimicos sdo classificados como qualquer substancia quimica que, quando
liberada por um determinado organismo provoca uma mudanca fisiologica e/ou
comportamental em outro organismo (ZARBIN, 2001). Estes sinais quimicos sao
subdivididos segundo o tipo de interacdo interespecifica ou intraespecifica nos quais estdo
envolvidos e, com base nos custos e beneficios que trazem para cada organismo envolvido na

interacdo, sendo classificados como, feromonios e aleloquimicos (Figura 5) (ZARBIN, 2001).
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Figura 5 — Classificacdo dos semioquimicos

=4 Desencadeador -

- Acao
intraespecifica

Feroménios

Semioquimicos -

—[ Preparador ]

Sexual

Agregacédo

Trilha

Alarme

Dispersao

Territério

Cairomdnios
Beneficia o receptor

Agdo
interespecifica

Aleloguimicos

Alombnio
Beneficia o emissor

Sinoménio
= Beneficia emissore
L recptor

J

Fonte: Adaptado de Corréa & Sant’Ana, (2001).

As substancias classificadas como feromdnios podem agir como atraentes sexuais,

marcadores de trilhas, propiciar comportamentos de agregacdo, alarme, dispersdo, dentre

outros. Os aleloquimicos, por sua vez, diferenciam-se de acordo com o tipo de organismo

beneficiado na comunicacéo e estdo subdivididos em trés classes, a saber: cairomdnios, sinais

quimicos que quando liberados beneficiam somente o receptor da mensagem; aloménios,

sinais quimicos que somente favorecem o emissor do sinal quimico e os sinoménios que

favorecem tanto o agente emissor como o receptor do sinal (NORDLUND & LEWIS, 1976;

DICKE & SABELIS, 1992).
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2.8. Feromonios

Os feroménios sdo moléculas que evoluiram como um sinal entre organismos da mesma
espécie e em sua maioria constitui uma combinacdo especifica de moléculas pertencentes a
grupos funcionais distintos que causam rea¢des comportamentais ou fisioldgicas especificas
dependendo do contexto e do receptor (TILLMAN et al., 1999; WYATT, 2014). Durante
esta comunicacgdo quimica ocorre a evaporacao passiva do feroménio a partir de uma glandula
de superficie exposta, entretanto adaptagfes comportamentais e morfoldgicas especificas
tornam o processo de liberacdo de feromoOnio, em alguns insetos, ainda mais eficiente
(BOLSSET & WILSON, 1963; AYASSE et al., 2001; JOHANSSON & JONES, 2007). A
mensagem que um feromo6nio transmite tem um papel importante como mediador de
comunicacdo podendo percorrer uma determinada distancia em funcdo de sua estabilidade no
ar, volatilidade, velocidade de difuséo, eficiéncia olfativa do receptor e das correntes de vento
(COSTA, 2016).

O uso de feromonios para atracdo de moscas das frutas, foi reportado para 4 espécies
do género Anastrepha: A. suspensa, A. ludens, A. obliqua e A. fraterculus (NATION 1983,
1990; BATTISTE et al., 1983; ROCCA et al., 1992; HEATH et al., 2000; LIMA et al., 2001;
LOPEZ-GUILLEN et al., 2011). A composi¢io quimica dos extratos de machos e de suas
respectivas glandulas salivares foram investigadas para duas espécies do género Anastrepha,
A. fraterculus (LIMA et al., 2001) e A. obliqgua (GONCALVES et al., 2013). No estudo com
a espécie A. obliqua, observou-se que durante a liberagcdo do feroménio, os machos emitem
compostos Vvolateis que atraem fémeas e machos coespecificos (LOPEZ-GUILLEN et al.,
2011). Os machos podem responder ao feromonio de machos coespecificos para obter acesso
a recursos como o alimento, mas é mais provavel que utilize 0 mesmo sitio de sinalizacdo
para localizar e cortejar as fémeas (BORDEN, 1977, 1984, 1993).

A andlise dos extratos contendo os constituintes quimicos liberados por machos de
duas populacgdes selvagens de A. obliqua, oriundas de frutos hospedeiros distintos, e de suas
respectivas glandulas salivares revelou a presenca de alcoois, aldeidos, ésteres, cetonas e
terpenos. No total, 36 compostos foram identificados nos extratos de ambas as populagdes e
uma andalise comparativa entre os extratos de aeracdo de machos provenientes de hospedeiros
diferentes revelou um percentual de similaridade de aproximadamente 60% em sua
composicdo (GONCALVES, 2013).
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A importéncia da identificacdo do feromonio esta, dentre outros fatores, relacionada
com o Manejo Integrado de Pragas (MIP), que propde o uso dos feromdnios sexuais sintéticos
nas técnicas de coleta massal, confusdo sexual e em armadilhas atrai-e-mata, com o objetivo
de manter os niveis populacionais abaixo do nivel de dano econdmico (ARIOLI et al., 2013;
JONES, 2014). Atualmente, existe no mercado os paraferomdnios que atraem especificamente
machos de apenas uma determinada espécie de moscas das frutas, a saber: o metil eugenol
que é empregado no controle da mosca do oriente, Bactrocera dorsalis (Dacus); o cuelure
para a mosca-oriental-do-mel&o, Bactrocera cucurbitae, e o Trimedlure para a mosca-do-
Mediterraneo, C. capitata (SILVA, A.C., 2009). Entretanto, para as espécies de Anastrepha

ndo existe registro do uso de paraferoménios para realizacdo do controle (RAGA et al., 1997).
2.9. Cairomonios

A comunicacdo quimica entre moscas das frutas e frutos hospedeiros é de fundamental
importancia para compreender o comportamento destes insetos. As plantas hospedeiras
desempenham um papel fundamental no comportamento reprodutivo destes insetos e 0s
compostos volateis produzidos por elas podem atuar como percussores do feromdnio sexual
produzido por machos, mediante o consumo, absor¢do ou inalacdo do material vegetal da
planta hospedeira ou podem atuar aumentando a eficacia de atracdo do feromonio sexual
(efeito sinérgico) para fémeas (LANDOLT, 1997). O feromonio sexual dos insetos fitofagos
associados aos compostos volateis liberados pelos hospedeiros, pode ter acdo direta ou
indireta sobre a fisiologia e 0 comportamento do inseto, que refletem nas estratégias utilizadas
pelos mesmos para otimizar o acasalamento e a reproducdo (LANDOLT,1997). Além disso,
0s cairomoénios podem atuar sobre 0s sistemas nervosos e hormonal dos insetos.

Em um estudo realizado com A. obliqua observou-se que os comportamentos sexuais
apresentados por esta praga sao influenciados pelos compostos volateis liberados por alguns
hospedeiros, dentre eles o caja e a manga (CRUZ-LOPEZ et al., 2006; LOPEZ-GUILLEN et
al., 2011; MALO et al., 2012; REYES et al., 2017). Além disso em ensaios comportamentais,
ambos o0s sexos de A. obliqua foram igualmente atraidos para os volateis destes frutos
(ORTEGA-ZALETA & CABRERA-MIRELES, 1996; CRUZ-LOPEZ et al., 2006; TOLEDO
et al., 2009; MALO et al., 2012; LOPEZ-LEY et al., 2015).

No que se refere a composicao do feromonio desta espécie, as analises dos extratos de

aeracdo e de glandulas salivares de machos de A. obliqua, proveniente do fruto hospedeiro
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manga, demonstraram que 10 componentes estdo presentes tanto no extrato de aeracdo quanto
no extrato de glandulas salivares. Observou-se ainda que 15 compostos sd0 comuns aos
extratos de aeracdo e de glandulas salivares de machos de A. obliqua, provenientes do fruto
hospedeiro carambola (GONCALVES et al., 2013). A semelhanga entre a mistura feromonal
e 0s compostos liberados pelo hospedeiro pode ser um resultado do sequestro e
armazenamento de compostos do fruto hospedeiro, durante a alimentacdo de larvas e de
adultos selvagens destes insetos, influenciando diretamente na mistura de compostos a ser
liberada pelos machos sexualmente maduros (ETGES et al., 2006; VANICKOVA et al.,
2012a; VANICKOVA et al., 2012b).

2.10.  Técnicas para a Extracdo de semioquimicos

Os semioquimicos agem em concentracBes baixas influenciando quase todos o0s
aspectos da vida dos insetos, tais como alimentagcdo, comportamento sexual, agregacdo e
oviposicdo. A identificacdo dessas substancias (feromonios e aleloquimicos), aliada a
observacdao do modo de vida do inseto, serve como um valioso método no manejo e controle
de pragas, por meio da manipulacdo comportamental das mesmas. Existe uma grande
variedade de métodos e técnicas para extrair e identificar semioquimicos, e uma das principais
preocupacdes é o fato de que estas substancias sdo produzidas e liberadas pelos insetos em
quantidades diminutas (nanogramas a microgramas), sendo moléculas organicas com centros
quirais e/ou insaturacdes e ramificacdes, e apresentando baixo peso molecular, o que garante a
volatilidade da molécula (THOMAZINI, 2012).

Os métodos de extracdo e identificacdo de substancias volateis de insetos e plantas ou
frutos hospedeiros foram relatados por Zarbin (2001), o qual reportou que a maior dificuldade
para extracdo e identificacdo destas substancias estd diretamente relacionada a producdo das
mesmas em baixa quantidade, a presenca de varios outros compostos inativos, juntamente
com as substancias bioativas.

A primeira etapa para a identificagdo de semioquimicos consiste no estudo do
comportamento do inseto para definicio do sexo liberador do feroménio, o horario de
chamamento, o comportamento reprodutivo (envolve o0s comportamentos de corte,
acasalamento e oviposicdo) e a definicdo dos frutos hospedeiros preferenciais. Uma vez
coletadas estas informacdes, procede-se com a extracdo ou coleta de compostos volateis

liberados ou produzidos pelo emissor da mensagem quimica através da técnica de aeragdo ou
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headspace dindmico. Posteriormente, os compostos bioativos extraidos sdo detectados pela

técnica de Cromatografia Gasosa acoplada a Eletroantenografia (CG-EAG) e identificados

pelo emprego da técnica de Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-

EM). Os compostos identificados séo sintetizados ou adquiridos comercialmente e testados

em bioensaios comportamentais em condi¢Ges de laboratdrio, semicampo e de campo (Figura
6) (FERREIRA & ZARBIN, 1998; HOWSE et al., 2013; CORREA & SANT’ANA, 2001).

Figura 6 — Etapas de identificacdo de semioquimicos

Técnica Objetivo
A - Coleta de
cragao compostos volateis
Identificacao
CG-EAD dos composto ativos
CG-MS Identificagcao quimica
, Producao dos
Sintese compostos
Bi . Avaliagao da
10€1NSa108s atratividade

Produto para o controle da praga

Fonte: Autora, 2017
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2.10.1. Aeracéao

A aeracdo consiste na coleta dos constituintes volateis liberados por organismos vivos,
através da passagem de um fluxo de ar purificado, que arrasta as moléculas destes volateis
presentes na camara onde 0s organismos emissores sdo mantidos, e as conduz até um tubo
preenchido com sélidos adsorventes, conhecido como tubo coletor de volateis, no qual estas
moléculas sdo aprisionadas (Figura 7). Os adsorventes mais comumente utilizados sdo o
carvao ativo, polimeros porosos Porapak® (co-polimero de etilvinilbenzeno—divinilbenzeno)
e Tenax® (polimero poroso de o6xido de 2,6-difenil-p-fenileno), porque adsorvem os
compostos Vvolateis a0 mesmo tempo, que ndo adsorvem oxigénio, nitrogénio e
principalmente vapor de agua, que dependendo das andlises posteriores, podem saturar a
camara de injecdao, modificar os tempos de retencdo, diminuir a vida util da coluna e interferir
nos espectros de massas (COLE, 1980; NOGUEIRA, 2002).

O processo fisico de adsorcdo é baseado em atracOes eletrostaticas entre 0s grupos
funcionais da superficie do adsorvente e os das moléculas dos constituintes adsorvidos
(HOWSE et al., 2013). Além da camara e do tubo coletor que esta conectado a sua saida, 0s
sistemas de aeracdo possuem também um filtro tubular de carvdo ativo, conectado a entrada
desta mesma camara, para purificacdo do fluxo de ar que entra. Este fluxo de ar é succionado
por uma linha de vacuo adaptada a extremidade do tubo coletor. Findo o tempo estabelecido
para a coleta dos compostos volateis, que é variavel para cada espécie estudada, interrompe-se
a linha de vacuo e o tubo coletor € desconectado do sistema (ZARBIN, 2001). O formato e
volume da camara para a coleta de volateis liberados pelos insetos pode variar conforme as
caracteristicas do inseto (tamanho, caracteres bioldgicos e quantidade necessaria de insetos).
A dessor¢do do material adsorvente se da através da lavagem do mesmo com solvente
(ZARBIN, 2001).
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Figura 7 — Extracao por aeracao

(a)- Carvao ativo, (b)- Camara para coleta de volateis e (c)- Adsorvente
Fonte: Autora, 2017

2.10.2. Técnicas para ldentificacdo de semioquimicos

2.10.2.1. Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM)

O método para a separagdo de compostos volateis deve ser simples, rapido, eficiente e
de baixo custo, compreendendo uma unica etapa que separe 0S componentes volateis da
matriz da amostra a0 mesmo tempo em que 0s concentra com a menor manipulacao possivel
(COLLINS et al., 2006). A espectrometria de massas € uma técnica de identificacdo que
fornece informagdo estrutural, massa molar, aumento adicional da seletividade, além de
funcionar como um detector extremamente sensitivo, composto por trés partes fundamentais:
a fonte de ionizacao, onde as moléculas do composto da amostra séo ionizadas; o analizador,
onde ocorre a separacdo dos ions formados pela razdo massa/carga; e 0 detector, onde 0s ions
séo detectados (Figura 8) (SKOOG, et al., 2006).0 uso de temperaturas adequadas no local de
injecdo da amostra e na coluna de separagdo possibilita a vaporizagdo dessas substancias que,
de acordo com suas propriedades e as da fase estacionaria, sdo retidas por tempos
determinados e chegam a saida da coluna em tempos diferenciados (COLLINS et al., 2006).
A cromatografia gasosa € uma técnica que tem como vantagens a rapidez, um poder de
resolucdo excelente, alta sensibilidade além de operar com pequenas quantidades de amostra;

por estas caracteristicas essa técnica, € amplamente utilizada para identificacdo de feroménios
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e compostos volateis liberados por frutos (HEATH et al., 2000; LIMA et al., 2001; CECCHlI,
2003;; LOPEZ-GUILLEN et al., 2011; GONCALVES et al., 2013)

Figura 8- Cromatdgrafo Gasoso acoplado a espectrometria de massas

° =

(a)-Suprimento de gas de arraste, (b)- Injetor, (c)- Coluna capilar, (d)- Detector e (e) -

Cromatograma
Fonte: Autora, 2017

2.10.3. Cromatografia gasosa acoplada a detector eletroantenografico (CG-EAG)

Em relagcdo a comunicacdo quimica, as principais caracteristicas apresentadas pelos
insetos € a sensibilidade e a especificidade com que atuam suas antenas para a percepcao de
compostos (ZARBIN & FERREIRA, 1998). O estudo do comportamento eletrofisioldgico do
sistema olfativo do bicho da seda Bombyx mori, constatou que utilizando uma antena isolada,
posicionada entre dois microeletrodos capilares, conectados a um amplificador e um
registrador seria possivel registrar o potencial de recepcdo do inseto ao seu feroménio
(ZARBIN et al., 1999; FREITAS, 2009). Este sistema chamado EAD (“eletroantenographic
detector”), utiliza a antena do inseto como elemento sensitivo (detector bioldgico) e passou a
ser utilizado para a realizacdo de ensaios bioldgicos (FREITAS, 2009; MILET-PINHEIRO et
al., 2015; CRUZ-LOPEZ et al., 2015). Em 1969 o sistema EAD foi acoplado a um
cromatdgrafo a gas, possibilitando o surgimento de método extremamente eficaz para a
deteccdo de semioquimicos, visto que associa a enorme capacidade analitica e de separacédo
do cromatografo a especificidade e sensibilidade do EAD (ZARBIN et al., 1999). O CG-EAD
analisa um extrato bruto e determina, com total exatiddo, qual ou quais compostos podem

exercer efeito bioldgico sobre o inseto (FREITAS, 2009).
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A figura 9 ilustra o esquema de um cromatdgrafo a gas acoplado a um detector
eletroantenografico (CG-EAD), no qual a amostra ao ser injetada, ira percorrer toda a coluna
para que haja a separacdo dos compostos. Ao final da corrida, o fluxo que esta saindo da
coluna é dividido (split) em dois, sendo que uma parte vai para o DIC (Detector de ionizacéo
de Chamas) onde o cromatograma € registrado e a outra parte vai para 0 EAG, onde a resposta
da antena é amplificada. Em funcdo de ambas as detec¢bes serem simultaneas, € possivel

saber se 0 composto registrado pelo DIC é ou ndo ativo (ZARBIN et al; 2001).

Figura 9 — Cromatografia Gasosa Acoplada a Eletroantenografia (CG-EAD)

DETECTOR-FID

ANTENA AMPLIFICADOR
> == |

T

(a)-Suprimento de gas de arraste, (b)- Injetor, (c)- Coluna capilar, (d)- Detector, (e)-Amplificador, (f)-
Cromatograma, (g) Detector FID e (h)- Eletroantenograma.

Fonte: Autora, 2017

2.10.3. Bioensaios comportamentais

O estudo dos compostos que estdo presentes na comunicagao quimica dos insetos, ndo
envolve apenas a extracdo e identificagdo, mas também os testes comportamentais que
definem a atividade biologica dos compostos. Os testes comportamentais permitem a
determinacdo da completa identidade de um semioquimico e a sua fun¢do no mecanismo
comportamental do inseto frente aos estimulos (EIRAS et al., 2001). Existe uma grande
variedade de aparelhos para o estudo comportamental, entretanto é possivel que haja
adaptacOes circunstanciais para determinados insetos, ou se necessario, desenvolver novos

aparelhos para analise dos comportamentos (EIRAS et al., 2001).
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Em um bioensaio, quantifica-se a resposta pelo nimero de insetos testados que
respondem a um determinando odor e qualifica-se a resposta pelas atividades
comportamentais que evidenciam a percepg¢éo do estimulo. Os testes utilizados para analisar a
resposta comportamental de insetos, podem ser realizados com testes com fluxo de ar
(utilizados para insetos que se orientam atraves da corrente de ar) e testes sem a presenca do
fluxo de ar (utilizados para insetos que ndo dependem da corrente de ar para orientacdo). Para
realizacdo dos testes com o fluxo de ar, os bioensaios sdo feitos principalmente a partir de
olfatdmetros e tlnel-de-vento, para insetos que se locomovem voando, como os lepiddpteros,
dipteros e himendpteros (parasitoides) e para testes sem fluxo de ar, utiliza-se o olfatbmetro
que é recomendado, principalmente, para insetos que se locomovem no chdo, como 0s
coleodpteros e heteropteros (Figura 10) (STEIN & SANT’ANA, 2001; EIRAS et al., 2001).

Figura 10 — Olfatémetro

II

Fonte: Adaptado de Stein & Sant’Ana, [2001]. Descrigdo (I) — A — reostato com ventilador; B — filtro de ar; C —
sentido do vento; D — fluxémetro; E — tela difusora; G — filtro; H — ponto final; | — parede lateral e tampa de
vidro; J — tampa para liberagdo do inseto; K — saida de ar (exaustdo); L — ponto de liberagdo. (I1) — A — entrada
de ar; B — fluxdbmetro; C — umidificador; D — fonte de estimulo; E — jarro coletor; F — arena; G — local de
liberagdo do inseto; H — saida do ar da arena; | — fluxo de ar; J — fluxdmetro geral; K — compressor de ar.

Nos testes comportamentais de algumas espécies de moscas-das-frutas, sdo utilizadas
arenas de vidro que podem ter tamanhos diferentes dependendo da anélise comportamental
que sera observada (MILET-PINHEIRO et al., 2015). A arena de vidro (Figura 11) permite o
uso de mais de um inseto por repeticdo, o que pode aumentar a comportamento do inseto visto
que machos ou fémeas coespecificos estdo no mesmo ambiente. Nestes bioensaios, alguns
parametros como tempo de observacdo, concentracdo e volume das solugbes dos compostos
testados assim como o substrato de liberacdo devem ser definidos para garantir uma resposta
confidvel e natural do inseto. O mecanismo de funcionamento dos equipamentos para

bioensaios é semelhante e consiste basicamente em: um organismo teste, uma fonte de
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estimulo, uma arena para liberacdo desse organismo (que serd definida de acordo com a

espécie estudada) e um fluxo de ar com velocidade controlada.

Figura 11 — Bioensaio em arena de vidro

Fonte: Autora, 2017
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RESUMO

A mosca das frutas, Anastrepha obliqua, é considerada uma praga de restricdo quarentenéria
com alta capacidade de adaptacdo e polifagia. Com o objetivo de desenvolver formulacGes
atraentes para fémeas desta espécie, o presente estudo identificou quais compostos da mistura
feromonal dos machos de A. obliqua estimulam as antenas das fémeas e avaliou a atratividade
destes compostos a partir de experimentos comportamentais. Para isso, amostras dos
compostos organicos volateis (COVs) dos machos foram coletadas a partir da técnica de
Headspace dinamico e utilizadas nas analises de Cromatografia Gasosa acoplada a
Eletroantenografia (CG-EAG). As amostras foram entdo analisadas em um GC-MS para a
identificacdo dos compostos que estimularam a antena das fémeas. As formulagOes obtidas
com compostos individuais, em diferentes combinac¢des e concentragdes, foram testadas sob
condicdes de laboratdrio e seminaturais, através de bioensaios comportamentais com fémeas
de A. obliqua. Os resultados demonstraram que cinco compostos desencadearam
despolarizacdo na antena das fémeas, a saber, 1-heptanol, linalol, (Z)-3-nonen-1-ol, (E,Z)-3,6-
nonadien-1-ol e a-farneseno. Quando testados em combinacgéo, as formulagdes demonstraram
que fémeas de A. obliqua foram atraidas para todas as misturas testadas onde foram
observadas respostas semelhantes aquela exibida para o extrato de aeragdo de machos virgens.
Os resultados mostram que as formulagdes com os compostos eletrofisiologicamente ativos
apresentam grande potencial para uso no monitoramento e controle das populagdes de A.

obliqua.

Palavras-chave: Moscas das frutas; feroménio sexual; CG-EAD; atraentes para fémeas;
57



INTRODUCAO

O uso de feromdnios na comunicagdo entre insetos é fundamental por desencadear
reacOes comportamentais ou fisiologicas especificas em um ou mais individuos da mesma
espécie, este processo é complexo e exige uma excelente habilidade do organismo receptor
para processar e responder aos sinais olfativos (TILLMAN et al., 1999; DIAZ-SANTIZ,
2016). As informac@es transmitidas por esses compostos vém sendo elucidadas, através de
estudos da quimiorrecepcdo, com moscas das frutas da familia Tephritidae (HALLBERG et
al., 1984; MAYO et al., 1987; DICKENS, 1989; BIGIANI et al., 1989; ARZUFFI et al.,
2008; CASTREJON-GOMEZ, 2006; ROJAS et al., 2009). Dentre as espécies estudadas, a
mosca do Oeste Indiano, Anastrepha obliqua (Macquart), destaca-se devido a sua polifagia.
Em nivel mundial, A. obliqua apresenta uma ampla distribuicdo nos paises das Américas com
destaque para Colémbia e México; no Brasil, esta espécie € caracterizada como uma praga de
restricdo quarentenaria associada a 49 espécies hospedeiras (CRUZ-LOPEZ et al., 2006;
ZUCCHI, 2012).

A comunicagdo quimica através do feromonio sexual, para moscas das frutas, requer
gue 0s compostos sejam volateis e, por este motivo ocorre a evaporacgdo passiva do feroménio
a partir de uma glandula de superficie exposta, que no caso da espécie de A. obliqua, é
liberado pelos machos para atragdo de machos homoespecificos e de fémeas (BOSSERT &
WILSON, 1963; JOHANSSON & JONES, 2007). O feroménio sexual de 5 espécies do
género Anastrepha ja foram caracterizados, sendo elas: A. suspensa, A. ludens, A. obliqua, A.
striata e A. fraterculus (NATION 1983, 1990; BATTISTE et al., 1983; ROCCA et al., 1992;
HEATH et al., 2000; LIMA et al., 2001; LOPEZ-GUILLEN et al., 2011; CRUZ-LOPEZ et
al., 2015). No que se refere a espécie A. obliqua, um estudo conduzido por Lopez-Guillén et
al. (2011) identificou nove compostos presentes na mistura de volateis liberada por machos de
uma populacdo mexicana assim como, a atratividade de machos e fémeas para alguns dos
compostos identificados. Posteriormente, Gongalves et al. (2013) identificou os compostos
organicos volateis liberados por machos de 2 populacdes brasileiras além dos constituintes
quimicos presentes nos extratos das glandulas salivares (LOPEZ-GUILLEN et al., 2011;
GONCALVES et al., 2013).

Atualmente, pesquisas que contemplem o estudo da comunicacdo quimica entre
moscas das frutas e que visem a obtencdo de formulacdes atraentes, eficazes e vidveis sao de

grande relevancia para a obtencdo de produtos que possam ser empregados no controle desta
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praga. De acordo com a Organizacdo das Nacdes Unidas para a Alimentacdo e Agricultura
(FAO), mundialmente, os prejuizos causados por tefritideos totalizaram US$ 1,7 bilhdo por
ano, sendo que 10% desses prejuizos ocorrem no Brasil (FAO 2010). Diante do exposto, 0
presente estudo objetivou identificar os compostos que sdo eletrofisiologicamente ativos na
mistura feromonal de machos de A. obliqua utilizando as técnicas de Cromatografia Gasosa
acoplada a deteccdo eletroantenografica (CG-DEA) a e Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massas (CG-EM) e avaliar a atratividade de fémeas virgens para 0s
compostos EAD-ativos formulados em misturas, através de bioensaios comportamentais em

condic@es de laboratorio.

MATERIAIS E METODOS

Criacéo de Insetos

Foram realizadas coletas de frutos de goiaba e carambola, infestados com larvas da
mosca das frutas A. obliqua, no estado de Alagoas (AL) em pomares domesticos da regido
(9°36°02.97S, 35°46°13.2”W - Santa Amélia). Em seguida, os frutos foram acondicionados
em gaiolas de isopor (45L) com abertura na parte superior, coberta com tecido tipo voil para
facilitar a aeracéo dos frutos e dentro da gaiola foi adicionado cerca de 3 cm de vermiculita
com granulo médio como substrato para pupacéo das larvas. As gaiolas com frutos infestados
foram mantidas em condi¢cdes semi ambientais (25°C e umidade relativa de 55%) e a
identificacdo das espécies foi baseada nas caracteristicas morfologicas do aculeo das fémeas
(Zucchi, 2000).

Os insetos adultos, provenientes dos frutos infestados, foram sexados e mantidos em
gaiolas (20 cm x 30 cm x 15 cm) contendo dieta artificial (agUcar cristal, extrato de soja,
levedo de cerveja e gérmen de trigo) na propor¢do 3:3:1:1, dgua servida em recipiente de
plastico contendo esponja levemente umedecida e frutos de goiaba que serviram como
substrato de oviposicdo para as fémeas. No que tange aos frutos sadios, estes foram
submetidos a um tratamento térmico (60°) para tornar invidvel ovos de moscas das frutas que,
porventura, tenham sido depositados previamente na superficie do fruto. A manutencdo da
populacdo domesticada foi realizada duas vezes por semana com troca da dieta e do substrato
de oviposicao e introducdo de novos insetos adultos provenientes das coletas de campo para
garantir que a populacdo domesticada mantivesse suas caracteristicas selvagens. A
temperatura do insetario foi mantida em 25°C, umidade relativa de 60% e fotoperiodo de 14

horas.
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Coleta de feroménio sexual

A obtencdo do extrato do feromo6nio de machos da populacdo domesticada de A.
obliqua foi realizada pelo emprego da técnica de aeracdo conhecida também como
“headspace dinamico ” que consiste em um fluxo de ar que purga as substancias volateis,
emitidas pelos insetos, para um polimero adsorvente, neste caso 150 mg de Tenax® com
diametro poroso de 60-80 mesh. Para produzir o fluxo de ar, foi utilizada uma bomba de ar
conectada a um fluxémetro (0,5 L/min). O ar de purga passava por um tubo contendo filtro de
carvdo ativado e era introduzido em um dessecador de vidro modificado com 20 cm de
didmetro e 18 cm de altura, contendo 50 machos com idade entre 10-20 dias. Os compostos
volateis liberados pelos machos ficaram retidos no material adsorvente o qual, a cada periodo
de 24 h, era substituido por um novo tubo contendo adsorvente. Esse procedimento foi
realizado durante sete dias, perfazendo um total de sete amostras. Os COVs dos machos
adsorvidos nos polimeros foram eluido com 2 mL de hexano bidestilado (grau HPLC). A cada
eluicdo realizada, 1 mL do extrato obtido foi transferido para ampolas de vidro, que foram
seladas hermeticamente e acondicionadas em freezer a temperatura de -5 °C para posteriores
analises por CG-DEA e CG-EM e/ou utilizagdo nos experimentos comportamentais. Uma
aliquota das amostras (1,0 pL) foi injetada em cromatdgrafo gasoso HP 5890 sob o modo
splitless. As fémeas virgens de A. obliqua com idade variando entre 10-20 dias (N=6) foram
utilizadas para as analises. A cabeca de cada fémea foi excisada do térax usando micro-
tesoura. A base da cabeca e a ponta de uma das antenas foram entdo montadas entre dois
eletrodos capilares de vidro, preenchidos com solugédo de Ringer (8.0 g/L de NaCl, 0,4 g/L de
KCI, 0,4 g/L de CaCl) e ligado a fios de prata. Durante o processo, o fluxo de gas de arraste,
contendo os constituintes quimicos separados na coluna, foi dividido em duas partes iguais:
uma seguiu para a antena do inseto (detector antenografico) e a outra para o FID, ocorrendo o
registro simultaneo das respostas de ambos os detectores ao material eluido da coluna. Um
composto foi considerado EAD-ativo quando induziu despolarizagdo na antena em, pelo

menos, trés dos seis individuos testados.

Identificacdo das estruturas dos compostos eletrofisiologicamente ativos por
Cromatografia Gasosa acoplada a espectrometria de massas

As analises dos extratos de machos coespecificos em chamamento foram realizadas
com objetivo de identificar os compostos que geraram despolariza¢do na antena. Para tanto,

aliquotas de 1 uL. das amostras hexanicas do feromonio foram injetadas em modo splitless em
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um cromatografo gasoso acoplado a um espectrdmetro de massas (GC-MS; Agilent
7890ATM géas chromatograph, Agilent 5975C Series MSDTM mass spectrometer, Palo Alto,
USA). O forno do cromatdgrafo foi equipado com uma coluna apolar HP-5 (Agilent J&W; 30
m x 0.25mm d.i. 0.25um espessura do filme) e mantido inicialmente a 40 °C por 2 min, com
aumento gradativo da temperatura em 4 °C min’, até atingir a temperatura final de 230 °C,
que foi mantida por 4 min. O fluxo de hélio foi preservado em pressao constante de 7.0 psi. A
interface do EM e do quadrupolo foram ajustadas em 230 °C e 150 °C, respectivamente. Os
espectros de massas foram registrados em 70eV (em modo EI) com uma velocidade de
escaneamento de 0.5 scan™ de m/z 30-350.

A identificacdo dos compostos eletrofisiologicamente ativos foi realizada por
comparacdo de seus espectros de massas e tempos de retencdo com o de padrdes auténticos
disponiveis nas bibliotecas de referéncia NIST08, Adams (2007) e Wiley Registry™ (versao
9), integradas ao software Agilent MSD Productivity ChemStation Agilent Technologies,
Palo Alto, EUA. As atribuicdes de estrutura de componentes individuais foram confirmadas a
partir da comparagdo dos espectros de massas e dos tempos de retencdo de padrdes
disponiveis comercialmente. As areas dos picos nos cromatogramas foram integradas para
obtencdo do sinal idnico total e seus valores foram utilizados para determinar as proporcoes

relativas de cada composto presente nos extratos de machos coespecificos.

Obtencéo das solugdes e formulaces dos compostos sinteticos

Os padrBes dos compostos sintéticos (1-heptanol, linalol, (Z)-3-nonen-1-ol, (E,Z)-
3,6-nonadien-1-ol ¢ a-farneseno) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Brasil) apresentando
grau de pureza > 98,5%. Posteriormente, para o preparo das solucdes dos compostos que
geraram despolarizacdo na antena das fémeas, foram utilizados os procedimentos descritos a
seguir: 10 pL do composto sintético foram transferidos para um baldo volumétrico de 10,0
mL completando-se o0 volume com hexano bidestilado grau (HPLC) e homogeneizando a
solucdo, obtendo-se assim, uma solu¢do com concentra¢do 1,0 pL/mL . Esta concentragdo foi
diluida em 100 vezes para obtencdo da solugdo de concentragdo de 0,01 puL/mL que foi
utilizada em todos os testes comportamentais, a definicdo desta concentracdo tem como base
bioensaios comportamentais realizados anteriormente com a mesma espécie. As solucdes dos
compostos foram acondicionadas em vials de vidro, os quais foram mantidos em freezer para
posterior emprego nos bioensaios comportamentais. Volumes de 10 uL de cada solucdo dos

compostos individuais/mistura na concentracdo de 0,01 pL/mL foram formulados em
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eppendorfs separados contendo 10 mg de um substrato biopolimérico, através da adsor¢do por
contato em uma sala com temperatura controlada (25 °C) durante um periodo de 24h,
garantindo a evaporacdo do solvente utilizado no preparo das solucdes. As formulacdes

obtidas resultaram na dose 0,1 ng.

Ensaios de laboratério com as formulacGes

Testes de dupla escolha foram conduzidos durante a fotofase, em sala com
fotoperiodo controlado (14L:10D), no horério entre as 14:00-16:00 h, em arenas de vidro (45
cm largura x 30 cm altura x 30 cm profundidade) cobertas com tecido voil. Para tanto, foram
testadas as misturas formuladas: MA (1-heptanol, linalol, (Z)-3-nonen-1-ol, (E,Z)-3,6-
nonadien-1-ol ¢ a-farneseno), MB (1-heptanol, linalol, (Z)-3-nonen-1-ol e (E,Z)-3,6-
nonadien-1-ol), MC (1-heptanol, linalol, (Z)-3-nonen-1-ol e a-farneseno), MD (1-heptanol,
linalol, (E,Z)-3,6-nonadien-1-ol e a-farneseno), ME (1-heptanol, (2)-3-nonen-1-ol, (E,Z)-3,6-
nonadien-1-ol ¢ a-farneseno) e MF ( linalol, (Z)-3-nonen-1-ol, (E,Z)-3,6-nonadien-1-ol ¢ a-
farneseno). frente ao extrato do feromonio (controle positivo) na proporcdo encontrada nos
extratos de machos 95:0,7:1,5:1,5:1,5 respectivamente. O controle negativo (eppendorf com
substrato) também foi avaliado em bioensaios de dupla escolha apenas frente ao controle

positivo (extrato do feromonio de machos virgens).

As formulagdes foram penduradas equidistantemente (30 cm) em extremidades
opostas da arena. Nestes testes foram utilizados grupos de seis fémeas virgens de A. obliqua,
marcadas com tinta atoxica com idades variando de 10-20 dias, as quais foram introduzidas na
arena e o seu comportamento, bem como o tempo necessario para chegar a fonte de liberacdo
do odor, foram registrados durante 20 min. Os comportamentos registrados foram de pouso e
permanéncia na fonte de odor, os quais foram caracterizados como comportamento de
atracdo. Foram realizadas quatro repeticdes por tratamento nas quais seis fémeas foram
utilizadas uma Unica vez durante 0s experimentos, considerando cada fémea marcada como

uma repeticdo (N=24).

Andlises estatisticas

Os dados obtidos nos testes de laboratério foram analisados primeiramente com a
finalidade de verificar os pressupostos paramétricos de normalidade e homogeneidade das
variancias dos residuos pelos testes de Lilliefors e Kolmogorov-Smirnov (p<0.05). Uma vez

atendidos, o teste de Wilcoxon (p<0.05) foi aplicado para verificacdo de diferengas
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estatisticas significativas entre os tratamentos em uma mesma repeticdo. Todas as analises

estatisticas foram executadas com o software Assistat 7.7.

RESULTADOS

Analise da resposta eletrofisiologica de fémeas de A. obliqua por CG-EAG

As analises por Cromatografia Gasosa acoplada a Eletroantenografia (CG-EAG),
conduzidas com fémeas virgens de A. obliqua e extratos hexanicos de machos coespecificos,
revelaram que cinco compostos geraram despolarizagdo nas antenas das fémeas. Destes
compostos, quatro sdo alcoois: (1) 1-heptanol, (2) linalol, (3) (Z2)-3-nonen-1-ol e (4) (E,Z)-3,6-

nonadien-1-ol) e um ¢ o sesquiterpeno, a-farneseno (5) (Figura 1).
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Figura 1 — Identificacio de compostos EAD ativos na mistura feromonal liberada por machos de A. obliqua.
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Nota: (1) — 1-heptanol; (2) — linalol; (3) (Z)-3-nonen-1-ol; (4) — (E,Z)-3,6-nonadien-1-ol; (5) - a-farneseno. FID: detector de ionizacdo de

chamas;

EAG: Eletroantenografia
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Atratividade de fémeas de A. obliqua para as formulacGes
Os resultados mostraram que as formulagbes MA, MB, MC, MD, ME e MF foram
tdo atraentes quanto o extrato do feromonio dos machos para fémeas coespecificas (Figura
2) (Zma= 0,434, Zms=1,834, Zmc= 1,487, Zmp= 0,115, Zve= 0,201 e Zye= 0).

Figura 2 — Atratividade de fémeas virgens de A. obliqua para misturas
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Nota: EF- extrato da aeracdo dos compostos volateis liberados por machos. MA (1-heptanol, linalol,
(2)-3-nonen-1-ol, (E,Z)-3,6-nonadien-1-ol e a-farneseno), MB (1-heptanol, linalol, (Z)-3-nonen-1-ol e
(E,Z)-3,6-nonadien-1-ol), MC (1-heptanol, linalol, (Z)-3-nonen-1-ol e a-farneseno), MD (1-heptanol,

linalol, (E,Z)-3,6-nonadien-1-ol e a-farneseno), ME (1-heptanol,

(2)-3-nonen-1-ol,

(E,Z2)-3,6-

nonadien-1-ol e a-farneseno) e MF ( linalol, (Z)-3-nonen-1-ol, (E,Z)-3,6-nonadien-1-ol e a-farneseno)

ns — indica auséncia de diferenca estatistica significativa pelo teste t de Student (p<0.05).
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DISCUSSAO

Os machos de A. obliqua emitem uma complexa mistura feromonal, entretanto as
fémeas coespecificas, responderam eletrofisiologicamente apenas aos compostos pertencentes
a dois grupos, os alcoois (1-heptanol, linalol, (Z)-3-nonen-1-ol, (E,Z)-3,6-nonadien-1-ol) e o
sesquiterpeno (a- farneseno), sugerindo que nem todos 0s compostos presentes na mistura
feromonal dos machos sejam essenciais (LOPEZ-GUILLEN et al., 2011; GONCALVES et
al., 2013; RENQOU, 2014 ). Resultados similares, foram reportados para outras espécies de
moscas das frutas, nos quais as fémeas respondem eletrofisiologicamente, a uma quantidade
extremamente menor de compostos, como é o caso das espécies A. fraterculus e A. striata
(MILET-PINHEIRO et al., 2015; CRUZ-LOPEZ et al., 2015).

Dentre os compostos identificados neste trabalho, dois ja foram reportados como
EAD-ativos na mistura feromonal de A. obliqgua de uma populacdo mexicana por LOpez-
Guillén et al. (2011), sendo eles o (Z)-3-nonen-1-ol e 0 o- farneseno, os outros trés
compostos, 1-heptanol, linalol e o (E,Z)-3,6-nonadien-1-ol foram identificados nos extratos
de aeracdo de machos de uma populagdo brasileira ( GONCALVES et al., 2013). Estes
resultados demostram que ha uma similaridade nos compostos identificados por espécies de
diferentes paises mesmo sabendo que as condi¢cdes ambientais, o estado fisioldgico do inseto
e inclusive experiencias anteriores do inseto, podem interferir na composicdo quimica da
mistura feromonal (VANICKOVA et al., 2012; RENOU, 2014; REYES et al., 2017).

Curiosamente, os componentes EAD ativos destes trabalhos ja foram identificados
como ativos em extratos de frutos hospedeiros de moscas das frutas. O composto 3,6-
nonadien-1-ol foi EAD-ativo no extrato do fruto de manga para fémeas de Bactrocera
invadens (BIASAZIN et al. 2014). Linz et al. (2013) demonstraram que o linalol e outros
composto, estimularam respostas antenais em quatro espécies de moscas pertencentes ao
género Drosophila: D. melanogaster, D. yakuba, D. orena e D. erecta. O linalol também foi
ativo para A. ludens, sendo um dos componentes de uma mistura sintética empregada no
monitoramento desta praga (GONZALEZ et al., 2006, RASGADO et al., 2009). Esta
semelhanca, que comprova que existem compostos comuns aos frutos e ao feroménio,
corrobora com a hipdtese de que tais componentes possam ter sido sequestrados do fruto,
como ja foi descrito para a espécie de B. dorsalis (NISHIDA et al., 1988).

As formulagGes das misturas foram testadas para avaliar o efeito de redundancia dos

compostos, determinando se todos sdo essenciais na atracdo de fémeas. Os resultados
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mostram que as seis misturas testadas foram tdo atraentes quanto o extrato do feroménio dos
machos, corroborando com a ideia de que todos os componentes sdo essenciais para mistura
uma vez que a auséncia deles ndo gerou uma menor atratividade das fémeas. Esperava-se que
a auséncia do componente 1-heptanol na mistura MF diminuisse a atratividade das fémeas,
uma vez que este é um componente majoritario que representa cerca de 60% da mistura
feromonal, entretanto observou-se que 0s componentes que estdo em quantidades menores no

extrato sdo tdo importantes para a mistura quanto o 1-heptanol ( GONCALVES et al., 2013).

Diversos estudos demonstram a especificidade e sensibilidade na identificacdo
quimica das moscas das frutas e por isso observa-se que 0s componentes minoritarios nos
extratos feromonais, sdo tdo essenciais quanto os majoritarios (SCHRODER & HILKER,
2008; BEYAERT et al., 2010; REYES et al., 2017). No estudo realizado por Robacker et al.
2009 com a espécie A. serpentina um dos compostos majoritarios da mistura feromonal, 3,6-
diidro-2,5-dimetilpirazina, ndo apresentou atividade eletroantenografica € o composto
minoritario trimetilpirazina (TMP) apresentou atividade antenal. No que se refere a
composigdo feromonal de A. striata apenas 0s compostos majoritarios da mistura foram EAD
ativos para fémeas coespecificas (CRUZ-LOPEZ et al., 2015).

Em concluséo, este trabalho identificou cinco componentes que constituem a mistura
feromonal de machos de A. obliqua, dos quais trés ainda ndo tinham sido comprovados como
atraentes para fémeas. Além disso, estes resultados indicam que diferentes misturas podem ser
atraentes para uma mesma espécie quando apresentam uma composi¢do quimica, proporc¢éo e
concentracdo ideais. Os resultados deste estudo sugerem que estes compostos sejam
essenciais na interacdo entre machos e fémeas desta espécie além de constituirem um

potencial produto, baseado nos semioquimicos, para o uso no controle desta praga.
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RESUMO

A fruticultura é essencial para paises que apresentam o agronegocio como um setor
significativo para a economia, cuja diversidade de clima, solos e condi¢fes ecolégicas sdo
fatores decisivos para a produgcdo com uma maior variedade de espécies de frutas, como é o
caso do Brasil. Um outro fator decisivo é o controle de pragas e, neste contexto, as moscas
das frutas destacam-se como pragas da fruticultura mundial devido aos grandes prejuizos
provocados em culturas de importancia econdmica, 0s quais resultam da queda precoce e
depreciacdo de frutos para o consumo in natura e industrializagdo. Dentre estas pragas, a
espécie A. obliqua destaca-se por ser considerada economicamente como um dos tefritideos
mais problematicos na América do Sul, devido a sua capacidade de adaptacdo e polifagia.
Deste modo, o presente estudo objetivou identificar os componentes atrativos para fémeas de
Anastrepha obliqua a partir dos compostos volateis liberados pelos hospedeiros de goiaba,
carambola e manga. As analises de eletroantenografia demonstraram a despolarizagdo da
antena para 0s compostos pineno, butirato de etila, B-mirceno e -cariofileno no extrato do
fruto de goiaba, B-mirceno, linalol, ocimeno e octanoato de etila para o fruto de carambola e
a- pineno, f-mirceno, canfeno e sabineno no fruto de manga. Nos testes com as formulagdes
das misturas dos compostos EAD ativos nos extratos dos frutos, resultaram em doze misturas
tdo atraentes quanto os seus respectivos extratos, além disso as formulagbes M6G e M1M
foram tdo atraentes quanto o controle. Os resultados desta pesquisa demonstram a
sensibilidade e especificidade na deteccdo dos compostos dentro de uma complexa mistura
como a dos frutos hospedeiros indicando que ha misturas menos complexas do que 0s extratos
dos frutos que sdo capazes de atrair fémeas coespecificas.

Palavras-chave: moscas das frutas, cairomoénios, goiaba, carambola, manga
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INTRODUCAO

Atualmente a crescente demanda social por produtos naturais que proporcione melhor
qualidade de vida tem impulsionado pesquisas na busca de novas tecnologias que permitam a
diminuigéo de perdas econdmicas na cadeia produtiva e no impacto da atividade industrial ao
meio ambiente (MELO, 2010). No que se refere as perdas econdmicas, no ambito da
producdo de frutas, os problemas de ordem fitossanitaria que envolvem as medidas
quarentendrias impostas pelos paises importadores, objetivando impedir a introducdo de
espécies exdticas como as moscas das frutas (Diptera: Tephritidae) em seus territérios, tem se
destacado em todo mundo (CARVALHO, 2005).

Os dipteros da familia Tephritidae estdo entre as pragas de maior importancia
econbmica e quarentendria, com énfase para o género Anastrepha que apresenta o maior
nimero de espécies registradas, totalizando mais de 300 que sdo conhecidas no continente
americano (GODOQY et al., 2011; WHARTON & YODER, 2013; NORRBOM et al., 2015).
Dentre as espécies de importancia econémica A. obliqua (Macquart, 1835) é responsavel por
grandes prejuizos a fruticultura, devido a oviposicdo realizada pelas fémeas que causam a
depreciacdo e queda prematura do fruto, tornando-o inviavel para o comércio e para a
industria (MALAVASI et al., 2000; ALUJA & MANGAN, 2008).

A.obliqua infesta espécies de muitas familias de plantas, sendo considerada uma praga
polifaga e por este motivo esta mais amplamente distribuida quando comparada com as
espécies classificadas como especialistas, podendo haver uma diferenca na associagdo entre
hospedeiro e a praga dependendo da regido na qual ela esta inserida (MALAVASI et al.,
1980; SELIVON, 2000). A polifagia pode ser evidenciada em alguns estudos que demonstram
que diferentes espécies de moscas das frutas sdo atraidas pelos compostos volateis emitidos
por seus hospedeiros (ROBACKER et al., 1990; ROBACKER, et al., 1992; WARTHEN et
al, 1997; PROKOPY et al, 1998; MALO et al., 2005; CRUZ-LOPEZ et al. 2006; RASGADO
et al., 2009). Dentre os frutos hospedeiros de A. obliqua encontram-se os frutos de goiaba
(Psidium guajava), carambola (Averrhoa carambola) e manga (Mangifera indica) que séo
frutos ricos em vitaminas sendo economicamente importante em muitos paises tropicais em
todas as estacOes do ano devido ao seu uso em uma ampla gama de produtos alimenticios
(PINO et al., 2001; MARQUES et al., 2010; PEREIRA & KAVATI, 2011; KIST et al.,
2018).

Desta forma, o presente trabalno objetivou identificar componentes
eletrosisiologicamente ativos nos hospedeiros de A. obliqua que sejam atraentes em testes
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comportamentais para fémeas homoespecificas. Para tanto, utilizou-se ferramentas analiticas
como a Cromatografia Gasosa acoplada a Eletroantenografia (CG-EAG) para fazer uma
varredura por compostos potencialmente envolvidos no reconhecimento dos hospedeiros e em
sequida foi realizada a identificacdo quimica dos compostos pelo uso de Cromatografia
Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-MS) e a avaliagdo comportamental do

insetos através de bioensaios em condi¢6es de laboratorio.
METODOS E MATERIAIS
Coleta do material bioldgico e manutencéo dos insetos

Frutos infestados com larvas de uma populagdo selvagem de A. obliqua foram
coletados diretamente de um pomar de goiabas localizado na cidade de Macei6 (9°36°02.9”S,
35°46°13.2”W - Santa Ameélia), no estado de Alagoas. Estes foram colocados em caixas
separadas (44 x 35 x 25 cm) feitas de poliestireno expandido, para esperar o estagio de
pupacdo contendo uma mistura de areia lavada e vermiculita. As larvas, que foram capazes de
empupar emergiram e foram colocadas em aquarios de vidro, (30 x 20 x 15 cm), mantidos no
laboratorio de Ecologia Quimica, da Universidade Federal de Alagoas, a temperatura de 25 +
1 ° C e umidade relativa de 60%. As moscas foram mantidas com uma dieta constituida por
uma mistura de extrato de soja, aglcar, levedo de cerveja e germe de trigo na proporgédo
(3:3:1:1) juntamente com agua e fruto in natura para a domesticagdo da populagéo. A troca de
alimentacéo foi realizada duas vezes por semana e a troca de gaiolas a cada 15 dias. Em todos

0s testes, as moscas acasaladas foram usadas com 10 a 20 dias de idade.
Coleta dos volateis dos frutos

A técnica de aeracdo foi empregada para a coleta dos compostos volateis liberados por
frutos sadios de goiaba, carambola e manga. Para tanto, aproximadamente 250 g do fruto no
estagio intermediario de maturacdo foram colocados em um dessecador de vidro (180 mm de
altura x 200 mm de diametro). A entrada do dessecador é modificada pela adi¢do de um tubo
de entrada contendo 150mg de Tenax® com didmetro poroso de 60-80 mesh para adsorver 0s
compostos volateis liberados. O ar no interior do dessecador, contendo 0s compostos volateis
liberados pelos frutos, foi sugado através de uma bomba de ar (Resun® AC 2600), acoplada a
um medidor de fluxo constante (Supelco® 0,5 L/min) por 24 horas e por Gltimo foi adsorvido
no filtro contendo Tenax®. Os compostos volateis, adsorvidos no Tenax, foram dessorvidos

com 2 mL do solvente hexano grau HPLC bidestilado. Para cada aeragéo dos frutos foram
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coletadas dez amostras, as quais posteriormente foram armazenadas em ampolas de vidro,

seladas e mantidas em freezer (-5°C) para utilizacdo em experimentos subsequentes.

Cromatografia Gasosa acoplada a deteccdo eletroantenografica (GC-EAG)

A fim de identificar os constituintes quimicos, presentes nos extratos de frutos
hospedeiros, analises foram conduzidas empregando um Cromatdgrafo Gasoso acoplado a um
Eletroantenografo (GC-EAG). Nos experimentos foram utilizadas antenas de fémeas com 10-
20 dias de idade. Os extratos hexanicos dos frutos hospedeiros foram injetados em um
cromatdgrafo Gasoso Trace GC Ultra (Thermo Scientific, Mildo, Italia) equipado com uma
coluna capilar DB-5 (30m x 0,25mm i.d. x 0,25um film, ValcoBond) sob o modo splitless.
Ao final da corrida, o fluxo que saia da coluna foi dividido (split) em duas partes, sendo que
uma parte direcionada para o DIC (Detector de ionizacdo de Chamas) onde o cromatograma €
registrado e a outra parte foi para 0 EAG, onde a resposta da antena é amplificada de forma

simultanea.

Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM)

Aliquotas de 1 pL dos extratos hexanicos dos frutos foram analisadas, sob 0 modo
splitless, por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-MS) com o
objetivo de identificar os compostos que eliciam despolarizacdo da antena. As analises foram
feitas em um Cromatdgrafo Gasoso acoplado a um Espectrometro de Massas (GC-MS;
Agilent 7890ATM gas chromatograph, Agilent 5975C Series MSDTM mass spectrometer,
Palo Alto, USA), com uma coluna apolar HP-5 com temperatura inicial e final de 40 °C e 230
°C respectivamente com o gas hélio utilizado como gas de arraste, conforme descrito no
capitulo 1. Os dados foram processados e visualizados pelo emprego dos softwares Agilent
MSD Productivity ChemStation Agilent Technologies, Palo Alto, EUA. Uma série de n-
alcanos (Cg-Cao; Sigma-Aldrich) foram coinjetados com amostras auténticas, para determinar
os seus indices de retencdo, os quais foram utilizados na identificacdo dos compostos
bioativos, juntamente com as informacgdes obtidas a partir de analises dos padres de
fragmentacdo destes compostos e de consulta as bibliotecas dos instrumentos (NISTO8,
Adams (2007) e Wiley Registry™ versao 9).
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Testes comportamentais em laboratorio

Os testes comportamentais foram realizados com compostos sintéticos obtidos
comercialmente pela Sigma-Aldrich (grau de pureza 98,5%). As formulacdes individuais e
suas respectivas misturas, foram testadas através de bioensaios de dupla escolha realizados em
arenas de vidro (45 cm x 30 cm x 30 cm) cobertas com tecido voil no horario entre as 14:00-
16:00 h. As formulacdes testadas (tratamentos) foram penduradas nas extremidades da arena,
de maneira equidistante (30 cm). O extrato do fruto serviu como tratamento-testemunha
(controle positivo) e como controle negativo o eppendorf contendo o polimero adsorvente
(substrato). As seis fémeas acasaladas de A. obliqua, utilizadas durante os bioensaios, foram
pintadas com tintas atoxicas (Acrilex®) e usadas uma unica vez em cada bioensaio, o qual
teve duracdo de 20 minutos. Os comportamentos registrados foram de pouso e permanéncia
na fonte de odor, os quais foram caracterizados como comportamento de atragcdo. Para cada
mistura foram utilizados 10 mg de um substrato biopolimérico para o preparo das formula¢Ges
que apos a evaporacdo do solvente resultaram em uma dose de 10 ng. Os componentes de
cada formulacdo foram determinados para saber o efeito de redundancia de cada composto na
mistura, ou seja, determinar 0s componentes que sdo essenciais na atracdo das fémeas. Nas
formulagdes das misturas com compostos EAD ativos nos extratos dos frutos de goiaba,
carambola e manga (Tabela 1), foram mantidas as proporcdes do fruto, nas formulacdes de
goiaba, as proporcOes foram de 8:7:3:88 para butirato de etila, a-pineno e B-pineno, -
mirceno e B-cariofileno, respectivamente; na carambola os componentes foram [-mirceno,
linalol, ocimeno e octanoato de etila nas respectivas propor¢ées 1:1:1,5;16,39; na manga 0s
compostos a-pineno, [B-mirceno, canfeno e sabineno nas respectivas proporcgoes
11,57:66,66:1:1. Para cada tratamento foram realizadas quatro repeticbes com o objetivo de

avaliar a atratividade simultanea das fémeas acasaladas para dois tratamentos diferentes.
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Tabela 1- Formulag6es de compostos EAD ativos nos extratos de goiaba, carambola e manga

Goiaba

M1G: a-pineno, B-pineno, B-cariofileno, f-mirceno e butirato de etila
M2G: a-pineno, B-pineno, B-mirceno e butirato de etila

M3G: a-pineno, B-pineno, B-cariofileno e f-mirceno

M4G: a-pineno, B-cariofileno, B-mirceno e butirato de etila

MS5G: B-pineno, B-cariofileno, f-mirceno e butirato de etila

M6G: a-pineno, B-pineno, B-cariofileno e butirato de etila

Carambola

MI1C: B-mirceno, linalol, ocimeno e octanoato de etila

M2C: B-mirceno, linalol e octanoato de etila

M3C: B-mirceno, linalol e ocimeno

MA4C: B-mirceno, ocimeno e octanoato de etila

MS5C: linalol, ocimeno e octanoato de etila
Manga

MI1M: a-pineno, B-mirceno, canfeno e sabineno

M2M: a-pineno, canfeno e sabineno

M3M: a-pineno, B-mirceno e canfeno

M4M: B-mirceno, canfeno e sabineno

MS5M: a-pineno, B-mirceno e sabineno

Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas empregando-se o software Assistat 7.7.
Inicialmente foram aplicados os testes de Lilliefors e Kolmogorov-Smirnov (p<0.05) com o
objetivo de avaliar os pressupostos paramétricos de normalidade e homogeneidade das
variancias dos residuos. Os resultados atenderam os parametros de normalidade e
homogeneidade, permitindo a aplicacdo do teste de Wilcoxon (p<0.05) para verificagédo de

diferencas estatisticas significativas entre os tratamentos e controle em uma mesma repeticao.
RESULTADOS
Identificacdo de compostos eletrofisiologicamente ativos

Pelo uso da técnica de eletroantenografia, foram identificados compostos ativos nos
frutos de manga, goiaba e carambola. No extrato do fruto de goiaba os compostos
identificados foram: butirato de etila, a-pineno e g-pineno, AS-mirceno e p-cariofileno
(Figura 1); no extrato de manga a-pineno, canfeno, sabineno e f-mirceno (Figura 2); no

extrato de carambola S-mirceno, octanoato de etila, ocimeno e linalol (Figura 3).
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Figura 1- Compostos EAD-ativos na mistura volatil liberada por frutos de goiaba
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Nota: (1) Butirato de etila, (2) a-Pineno e s-Pineno, (3) f-Mirceno e (4) p-Cariofileno. FID: detector de ionizacdo de chamas; EAG: Eletroantenografia. FID:
detector de ionizacdo de chamas; EAG: Eletroantenografia.
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Figura 2 - Compostos EAD-ativos na mistura volatil liberada por frutos de manga

Nota: (1) a-Pineno, (2) canfeno, (3) sabineno e (4) f-Mirceno. FID: detector de ionizacdo de chamas; EAG: Eletroantenografia
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Figura 3 - Compostos EAD-ativos na mistura volatil liberada por frutos de carambola

)
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Nota: (1) p-Mirceno, (2) octanoato de etila, (3) ocimeno e (4) linalol. FID: detector de ionizacdo de chamas; EAG: Eletroantenografia. FID: detector de

ionizagao de chamas; EAG: Eletroantenografia.
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Testes comportamentais com misturas

Os resultados com as formulagbes das misturas do extrato do fruto de goiaba
demonstraram que as misturas M1G, M2G, M3G, M4G foram téo atrativas quanto o extrato
do fruto de goiaba (Figura 4) (Zwic= 1,745, Zmae= 0,205, Zs16= 0,530 e Zmac= 0,952). NO que se refere
a mistura M5G, observou-se que o extrato do fruto foi mais atraente que esta mistura e a
mistura M6G foi mais atraente que 0 extrato (Zwse= 2,447 e Zwmec= 2,214). Em relacdo as
formulacdes dos frutos de manga, as formulacbes M2M, M3M, M4M e M5M foram tao
atraentes quanto o extrato do fruto de manga e a M1M foi mais atraente que o extrato de fruto
(Figura 5) (Zmiv= 2,993, Zwmom= 0,408, Zmsm= 1,893, Zmam= 0,221 e Zwsw= 1,651). Em relacdo as
formulacdes de carambola a M1C, M2C, M3C e M4M foram tdo atraentes quanto o extrato de
carambola e formulacdo M5C, menos atraente que o extrato do fruto (Figura 6) (Zwic= 0,089,
Zwmac= 1,032, Zmsc= 1,105 & Zmam=0 € Zyisc= 2,677).

Figura 4- Testes comportamentais com misturas formuladas da goiaba
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Nota: EFG- extrato de fruto de goiaba , M1G: a-pineno, B-pineno, B-cariofileno, 3-mirceno e butirato
de etila, M2G: a-pineno, B-pineno, B-mirceno e butirato de etila, M3G: a-pineno, B-pineno, [3-
cariofileno e B-mirceno, M4G: a-pineno, B-cariofileno, B-mirceno e butirato de etila, M5G: B-pineno,
B-cariofileno, B-mirceno e butirato de etila e M6G: a-pineno, B-pineno, B-cariofileno e butirato de
etila. * indicam diferencas significativas de 5% de probabilidade (0,01=<p<0,05). ns — indica auséncia
de diferenca estatistica significativa pelo teste t de Student (p<0.05).
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Figura 5 - Testes comportamentais com misturas formuladas da manga
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Nota: EFM- Extrato de fruto manga, M1M: a-pineno, B-mirceno, canfeno e sabineno, M2M: a-
pineno, canfeno e sabineno, M3M: a-pineno, B-mirceno e canfeno, M4M: B-mirceno, canfeno e
sabineno ¢ M5M: a-pineno, f-mirceno e sabineno. * indicam diferencas significativas de 5% de
probabilidade (0,01=<p<0,05). ns — indica auséncia de diferenca estatistica significativa pelo teste t de
Student (p<0.05).

Figura 6 — Testes comportamentais com misturas formuladas da carambola
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Nota: M1C: B-mirceno, linalol, ocimeno e octanoato de etila, M2C: B-mirceno, linalol e octanoato de
etila, M3C: B-mirceno, linalol e ocimeno, M4C: B-mirceno, ocimeno e octanoato de etila e M5C:
linalol, ocimeno e octanoato de etila. * indicam diferencas significativas de 5% de probabilidade
(0,01=<p<0,05). ns — indica auséncia de diferenca estatistica significativa pelo teste t de Student
(p<0.05).
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DISCUSSAO

As analises de eletroantenografia com fémeas de A. obliqua, expostas aos compostos
volateis liberados pelo fruto hospedeiro de goiaba, identificaram a presenca de quatro
terpendides: a-pineno, fS-pineno, S-mirceno e S-cariofileno e um éster, butirato de etila que
desencadearam despolarizacdo nas antenas. O componente butirato de etila foi reportado
como EAD ativo para outras espécies de moscas das frutas (MALO et al. 2005, MILET-
PINHEIRO et al. 2015, DIAZ-SANTIZ et al. 2016). Este éster foi identificado, juntamente
com outros compostos, como eliciador de respostas antenais nos extratos de Sapote
(Casimiroa edulis) para machos e fémeas da espécie A. ludens (MALO et al. 2005). Além
disso, o butirato de etila foi identificado por Cruz-Lépez et al. (2006) como EAD ativo para
machos e fémeas de A. obliqua nos volateis provenientes dos frutos de caja (Spondias
mombin). Outro estudo conduzido com a espécie A. striata identificou em laranja e goiaba
compostos atraentes para fémeas, dentre os quais 0 componente butirato de etila foi reportado
como EAD ativo apenas nos volateis do fruto de goiaba (DIAZ-SANTIZ et al. 2016). Estes
resultados demonstram que o butirato de etila é reconhecido por trés espécies diferentes do

género Anastrepha e é liberado por dois frutos hospedeiros distintos: goiaba e caja.

Os compostos que foram identificados como eletrofisiologicamente ativos no extrato
de manga, para fémeas acasaladas foram quatro terpenos, a saber: a-pineno, canfeno,
sabineno ¢ -mirceno. A variedade de manga utilizada como controle foi a Tommy atkins
entretanto, ha registro destes compostos em outras variedades de manga (ANDRADE et al.,
2000, QUIJANO et al. 2007). Em um estudo realizado por Malo et al. (2012), foram feitas
analises quimicas de trés variedades de manga, oriundas do México, nas quais foram
identificados os compostos a-pineno, canfeno e sabineno. Estudo semelhante foi realizado na
Coldmbia com um ndmero maior de variedades de manga, neste trabalho, o composto a-
pineno foi encontrado em oito variedades, o canfeno em seis ¢ o B-mirceno em oito
(QUIJANO et al. 2007). No que se refere ao Brasil, foram analisadas 15 variedades de manga
nas quais nove continham a-pineno, outra variedade apresentava o composto sabineno e em
treze variedades foi detectado o composto B-mirceno (ANDRADE et al. 2000). Estudo
realizado por Ferreira et al. (2003), no estado de Goias, reportou o ataque de A. obliqua em 6
variedades de manga, confirmando a polifagia da praga dentro da familia Anacardiaceae.
Além disso, um estudo realizado com a espécie Bactrocera invadens identificou os compostos

EAD ativos em frutos hospedeiros desta espécie, caracterizando o composto a-pineno como
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EAD ativo para o extrato de manga ¢ o 3-mirceno para os extratos de manga, goiaba e laranja
(BIASAZIN et al., 2014). Diante desta constatacdo, € evidente que os compostos EAD ativos
reportados neste trabalho sdo, na verdade, comuns a outras variedades de manga e
possivelmente podem ser considerados compostos chaves que caracterizam a identificagdo do
fruto de manga e auxiliam insetos fitéfagos como € o caso de A. obliqua no reconhecimento

do hospedeiro.

Os testes de eletroantenografia com o extrato de fruto de carambola revelaram a
despolarizacdo das antenas de fémeas de A. obliqua para 4 compostos, sendo eles, um éster
octanoato de etila e trés monoterpenos linalol, ocimeno ¢ - mirceno. Os compostos EAD
ativos no extrato de carambola, ja foram reportados para outras especies de moscas das frutas.
Para a espécie A. striata 0 composto linalol foi reportado como EAD ativo no extrato do fruto
de Citrus sinensis e 0 composto octanoato de etila como ativo no extrato de Spondias mombin
para fémeas de A. obliqua (ROBACKER et al. 1992; HEATH et al. 2006; CRUZ-LOPEZ et
al. 2006; HEATH et al. 2000; DIAZ-SANTIZ et al., 2016).

As analises eletroantenograficas dos extratos de frutos neste trabalho, demonstram que
os componentes EAD ativos para fémeas de A. obliqua foram reportados como ativos para
diferentes espécies de moscas das frutas em extratos de frutos hospedeiros distintos. Essa
similaridade no reconhecimento dos compostos pode indicar que existem componentes chaves
dentro das complexas misturas cairomonais. Entretanto, € fundamental que sejam realizados
estudos mais aprofundados para confirmar esta hipétese, considerando que 0s componentes
sdo comuns, mas apresentam proporcgdes diferente em cada extrato o que pode modificar
drasticamente a resposta comportamental do inseto (RENOU, 2014; BRUCE et al., 2005).

Curiosamente, quando comparamos 0s compostos identificados nos extratos dos frutos
com o feromdnio de diferentes espécies, encontramos similaridade com os extratos
feromonais. No que se refere aos compostos do feromdnio de machos de A. striata existe
similaridade para os componentes linalol e octanoato de etila, na espécie C. capitata 0s
compostos f-pineno e p-cariofileno e no feromdnio de A. frateculus, a-pineno, S-pineno,
canfeno e B-mirceno (VANICKOVA et al. 2012; MILET-PINHEIRO et al. 2015; CRUZ-
LOPEZ et al. 2015). Esta similaridade pode esta associada ao sequestro dos compostos
volateis de plantas que j& foi reportada para Bactrocera dorsalis e Bactrocera correcta
(NISHIDA et al. 1998; TOKUSHIMA et al., 2010). No estudo realizado por Tokushima et al.

(2010), foi demonstrado que o p-cariofileno sé foi detectado nas glandulas de machos
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selvagens, em machos criados em laboratério estes compostos ndo foram detectados,
indicando que tais compostos foram sequestrados dos frutos hospedeiros, inclusive os frutos
de manga e goiaba (NISHIMURA et al. 1989; TAMURA et al. 2000; SANDOVAL et al.
2007).

Quando comparamos 0s compostos EAD ativos nos extratos deste trabalho com os do
Capitulo I, verificamos que h& semelhanca de componente EAD ativos apenas para o linalol,
que foi ativo nos extratos de carambola. Além disso, observa-se que 0s insetos utilizados no
Capitulo 1 sdo provenientes de frutos infestados de carambola e goiaba, essa constatacdo
demostra que o reconhecimento das fémeas, aos componentes nos extratos dos frutos, nao esta
associada apenas aos compostos que estdo presentes em seus hospedeiros de origem, mas a
uma diversidade de compostos. Essa amplitude no reconhecimento de compostos, observada
neste trabalho, também pode estd relacionada ao fato de mensalmente domesticarmos
populacbes selvagens para serem inseridas junto com as populacbes domesticadas mais
antigas, essa insercdo pode ajudar a manter as caracteristicas naturais do inseto inclusive no
que se refere ao reconhecimento dos volateis liberados pelo hospedeiro e na resposta

comportamental exibida pelo inseto.

Neste trabalho, identificamos 12 diferentes formulagfes tdo atraentes para as fémeas
de A. obligqua quanto os extratos dos seus respectivos frutos, sendo elas M1G, M2G, M3G,
M4G, M2M, M3M, M4M, M5M, M1C, M2C, M3C e M4M. A atratividade de fémeas de
forma semelhante aos extratos, também foi observada para a espécie de A. striata, na qual as
misturas de compostos EAD ativos no extrato de goiaba foram avaliadas em testes de dupla
escolha e em gaiolas de campo, nestes testes a mistura de 6 componentes, formulada de
acordo com as proporgdes relativas presentes no fruto, ndo apresentou diferenca estatistica
significativa no nimero de insetos capturados quando comparada a armadilhas com iscas a
base de extrato do fruto demostrando que utilizar formulagdes com compostos atraentes em
proporcdes ideais pode ser uma alternativa para um potencial produto (BEYAERT et al.
2010; DIAZ-SANTIZ et al., 2016).

No que se refere aos testes com as formulacées M6G e M1M, os resultados mostram
que foram mais atraentes que o extrato do fruto, da mesma forma, teste de atratividade com a
espécie Bactrocera invadens para misturas de compostos EAD ativos presentes em frutos de
manga, goiaba, banana e laranja, em dois estgios de maturacdo, foram avaliadas em um

olfatbmetro, demostrando uma maior atracdo para as misturas de banana e laranja, seguido

85



das misturas de manga e goiaba (BIASAZIN et al. 2014). Os resultados com as formulagdes
M5G e M5C foram opostos daqueles identificados para as misturas M6G e M1M, sendo elas,
menos atraentes que 0s respectivos extratos. Essa diminuicdo de atratividade pode estar
diretamente relacionada a auséncia de componentes nas duas misturas, uma vez que O
composto a-pineno foi removido da mistura M5G e o -mirceno foi retirado da mistura M1M,
como foi demonstrado por Toledo et al. 2009 que nem todos 0s componentes propostos por
Cruz-Lopez et al. 2006, em uma mistura de 9 componentes do fruto do hospedeiro Spondias

mombin, sdo essenciais para atracao.

A evidéncia de que compostos presentes em hospedeiros distintos podem ser
reconhecidos por diferentes espécies de moscas das frutas, serve como um indicativo de que
tais compostos podem atuar principalmente em dois contextos: ora na interagdo
interespecifica (cairoménio) e/ou em interacdo intraespecifica (feromoénio). Neste trabalho, a
comparagdo dos compostos que foram identificados como EAD ativos nos extratos dos frutos,
sugere que a espécie A. obliqua apresenta um reconhecimento maior para 0s terpenos nos
extratos de frutos testados, visto que estdo presentes em 75%, 100% e 50% dos compostos
EAD ativos em goiaba, manga e carambola, respectivamente. Através deste estudo observou-
se que a atratividade dos insetos ndo esta relacionada apenas ao componente, mas também a
proporc¢do, pois componentes que foram EAD ativos em um extrato de fruto também existiam
em outro extrato de fruto, mas néo eliciaram resposta eletrofisiologica. Estes resultados eram
esperados pois cada extrato corresponde a uma nova mistura para o inseto, desencadeando
respostas diferentes mesmo que existam componentes iguais, porém presentes em proporgoes
distintas em cada mistura. De forma geral, este estudo, que abrange a interacdo inseto-planta,
pode ajudar no desenvolvimento de novas estratégias para o controle do inseto-praga A.

obliqua através do uso de cairoménios.
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RESUMO

Nos Ultimos anos os fruticultores enfrentam o desafio de produzir frutos de qualidade para
cumprir novas exigéncias dos paises importadores, uma vez que, o mercado internacional tem
adotado protocolos de certificacdo para estabelecer a equivaléncia dos produtos através das
fronteiras. Dentre as pragas quarentenarias presentes no Brasil, destaca-se a espécie A.
obliqua que é polifaga e estd distribuida em todas as regides brasileiras devido a sua
capacidade de adaptacdo. Com o intuito de compreender a polifagia desta praga, o presente
trabalho tem como objetivo determinar formulagdes de misturas atraentes para fémeas de A.
obliqua provenientes compostos comuns aos extratos de machos coespecificos e dos frutos
hospedeiros goiaba, carambola e manga atraves de bioensaios comportamentais conduzidos
em laboratdrio. Os resultados demonstraram que todas as formulagdes obtidas dos compostos
comuns ao extrato de goiaba e manga sdo atraentes para as fémeas homoespecificas quanto os
seus respectivos estrato do controle positivo e os testes com as formulagdes do fruto de
carambola, resultaram em uma atratividade semelhante ao controle positivo para as
formulagdes M3FC e M4FC e para as misturas M1FC e M2FC a atratividade foi maior que
para o controle positivo. Estes resultados indicam que diferentes misturas podem atrair as

fémeas de A. obliqgua mesmo que sejam provenientes de diferentes hospedeiros.

Palavras-chave: feromdnio, cairomdnios, compostos comuns
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INTRODUCAO

A fruticultura brasileira encontra-se em expansdo, com um total de mais de dois
milhGes de hectares destinados a plantacdo de frutiferas de importancia econbmica,
correspondendo a 2,6% da &rea total ocupada pela agricultura brasileira, cuja producao
destina-se ao mercado nacional e internacional o que resultou em uma producdo de cerca de
40 milhdes de toneladas de frutas frescas no ano de 2016 (CARVALHO et al., 2017). Apesar
deste evidente crescimento, o Brasil tem sofrido com as restricdes fitossanitarias impostas
pelos paises importadores nas relagdes comerciais internacionais de frutos in natura gerada
pela conscientizagdo dos consumidores externos em relacdo aos riscos da presenga de
agrotoxicos (GODQY et al., 2011).

Dentre as pragas de restricdo quarentendria encontram-se as moscas das frutas com
destaque para a familia Tephritidae que representa um grande obstaculo ao livre transito de
frutas no comércio internacional devido as grandes perdas em frutiferas comerciais
(PINHEIRO et al., 2009; ARAUJO et al., 2009). Atualmente, os géneros de moscas das frutas
de maior importancia econdmica sdo Ceratitis e Anastrepha, responsaveis pela infestacdo da
maioria das frutiferas produzidas no Brasil (ZUCCHI, 2000).

A distribuicdo geogréafica, de uma espécie de moscas das frutas, esta inteiramente
relacionada com os hospedeiros que ela é capaz de utilizar como alimento, desta forma a
diversidade de géneros presentes no Brasil reflete suas interagdes com o hospedeiro e sua
ocorréncia e adaptacdes que resultaram das condigfes ambientais e da competicdo entre
espécies (SELIVON, 2000). No género Anastrepha, as espécies mais polifagas sdo A.
fraterculus, desenvolvendo-se em 115 espécies de hospedeiros com preferéncia por frutos da
familia Myrtaceae, e A. obliqua que se desenvolve em 49 espécies de frutos, principalmente
os da familia Anacardiaceae (ZUCCHI, 2012).

No caso da A. obliqua, estudos demonstraram que ambos 0s sexos sdo atraidos para
compostos volateis de frutos de caja e seriguela (ORTEGA & MIRELES, 1996; CRUZ-
LOPEZ et al., 2006; TOLEDO et al., 2009). No estado de Alagoas, 0s principais hospedeiros
de A. obliqua sdo os frutos de goiaba, manga e carambola e a composi¢cdo quimica dos
extratos destes frutos ja é conhecida (GONCALVES, 2001; SANTOS, 2003). Algumas
formulagdes baseadas no uso de semioquimicos como agentes de atracdo para espécies de
moscas das frutas encontram-se disponiveis para as espécies: Bactrocera dorsalis

(US2011290909), Ceratitis capitata e A. ludens (US19874820513, BR8605335,
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GB2178315), além de A. obliqua (US2008030572). Sabendo da importancia dos cairomoénios
na atracdo de fémeas de A. obliqua, propde-se um estudo da atratividade de fémeas frente aos
compostos volateis comuns entre o feromonio sexual e os volateis dos frutos de carambola,

goiaba e manga objetivando o emprego destes no monitoramento e controle desta praga.

MATERIAIS E METODOS

Coleta do material biolégico e manutengdo dos insetos

Coletas de frutos de infestados e sadios foram realizadas em pomares domésticos no
municipio de Maceié-AL (9°39” 59” S, 35° 44” 6> W). No laboratério de Ecologia Quimica,
da Universidade Federal de Alagoas, os frutos infetados, foram armazenados em gaiolas de
isopor (44 x 35 x 25 c¢cm) a espera do periodo de emergéncia das moscas. Posteriormente, 0s
insetos adultos, foram mantidos em gaiolas de vidro (30cm x20,5cm x 16cm), sendo
alimentadas com dieta artificial rica em proteina e carboidratos (extrato de soja, acucar,
levedo de cerveja e germe de trigo na proporcdo 3:3:1:1), agua e frutos para oviposi¢cdo. Duas
vezes por semana foram efetuadas a limpeza destas gaiolas e a substituicdo dos recipientes
contendo a dieta artificial, agua, e os frutos além da coleta das moscas que emergiram dos
frutos infestados no campo e dos frutos retirados das gaiolas mantidas em laboratério. A
temperatura da sala de criagdo foi mantida em 25°C, umidade relativa de 60% e fotoperiodo
de 14 horas (14h luz/10h escuro).

Coleta dos volateis dos frutos

Para obtencdo de extratos com os compostos volateis do fruto de manga, goiaba e
carambola foi usada a técnica de aeragdo. Para tanto, foram utilizados 250 gramas do fruto
sadios no estagio verde e posteriormente foram colocados em um dessecador de vidro o qual
foi acoplado a um fluxo de ar continuo que purga as substancias volateis, emitidas pela
manga, goiaba e carambola, no estagio verde, para um polimero adsorvente Tenax® (150,0
mg de didmetro de 60-80 mesh). A bomba de ar (Resun® AC 2600), estava interligada a um
fluxdmetro (Supelco® 0,5 L/min) que controla a saida de ar para o dessecador. Antes do ar
fluir através da camara contendo os frutos, o ar de purga passou por um filtro de carvao ativo
para retirar as impurezas. A cada periodo de 24 h, o trap contendo o adsorvente foi substituido
por um novo e 0s compostos volateis aprisionados no adsorvente foram dessorvidos com
hexano bidestilado grau HPLC (2,0 mL), sendo este volume, distribuido em ampolas de vidro

que foram seladas e acondicionadas em freezer para utilizacdo nos ensaios de laboratdrio.
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Testes comportamentais em laboratorios

A identificacdo dos compostos liberados por machos de A. obliqua foi realizada por
Silva (2017) e a identificacdo quimica do extrato de goiaba foi feita por Santos (2003) e dos
extratos de carambola e manga por Gongalves (2001). A comparacdo das analises dos
constituintes quimicos do feroménio, goiaba, carambola e manga revelaram a presenca de
compostos comuns entre estes extratos. Entre o extrato de feromdnio e manga 0s compostos
comuns sdo: a-pineno, canfeno, sabineno e mirceno, entre os extratos de feromonio e da
goiaba: limoneno, o-copaeno, octanoato de etila ¢ P-cariofileno e entre os extratos de
feromonio e carambola: ocimeno, 2-hexanona e linalol. A partir da detec¢édo dos compostos
comuns foram realizados testes comportamentais com formulagbes em misturas, para avaliar
a atracdo de fémeas. Inicialmente os compostos foram adquiridos comercialmente pela
Sigma-Aldrich (grau de pureza 98,5%) e posteriormente foram preparadas as formulacgdes
contendo 0,01 g de um substrato biopolimérico e 10ul das misturas resultando em uma dose
de 10 ng. As proporgdes utilizadas nas misturas foram as mesmas encontradas nos seus
respectivos extratos. Na formulacdes das misturas com compostos no frutos de goiaba
utilizou-se : limoneno, a-copaeno, octanoato de etila e [-cariofileno na proporcdo de
4,2:4:1:3,8 respectivamente, para as misturas do fruto de carambola os compostos ocimeno, 2-
hexanona e linalol na proporgéo 1:1,5: 25,3 respectivamente e para o fruto de manga com a-

pineno, canfeno, sabineno e mirceno a proporcdo de 11,5:1:1:66,6 respectivamente.

Os testes comportamentais foram realizados em uma arena de vidro (45 cm x 30 cm X
30 cm) cobertas com tecido voil no horério entre as 14:00-17:00 h, onde as formulacgdes
foram penduradas nas extremidades da arena, de maneira equidistante (30 cm). O Controle
positivo foi constituido por uma mistura dos extratos dos frutos e do feroménio e o controle
negativo o eppendorf contendo o polimero adsorvente (substrato). O tempo de duracdo do
bioensaio foi de 20 minutos, sendo realizadas 6 repeticdes por tratamento e utilizados 6
fémeas diferentes para cada repeticdo. Os comportamentos registrados foram de pouso e
permanéncia na fonte de odor, os quais foram caracterizados como comportamento de
atracdo. As respectivas misturas para cada fruto foram: para o fruto de manga M1FM: o —
pineno, canfeno, sabineno, mirceno, M2FM: a — pineno, canfeno, sabineno, M3FM: a —
pineno, sabineno, mirceno, M4FM: canfeno, sabineno, mirceno e M5FM: o — pineno,
canfeno, mirceno; para o fruto de goiaba; M1FG: limoneno, octanoato de etila, B-cariofileno
e a-copaeno. M2FG: limoneno, octanoato de etila, B-cariofileno, M3FG: limoneno, octanoato

de etila e a-copaeno, M4FG: limoneno, B-cariofileno e a-copaeno e M5FG: octanoato de
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etila, B-cariofileno e a-copaeno; para o fruto de carambola M1FC: ocimeno, 2- hexanona,
linalol, M2FC: ocimeno e 2- hexanona, M3FC: 2- hexanona, linalol e M4FC: ocimeno e
linalol, conforme consta na tabela 1. Para cada tratamento foram realizadas quatro repeticdes
com o0 objetivo de avaliar a atratividade simultdnea das fémeas acasaladas para dois
tratamentos diferentes.

Tabela 1- Formulac6es de compostos comuns aos extratos de manga e dos frutos de goiaba,

carambola e manga

Goiaba

M1FG: limoneno, octanoato de etila, B-cariofileno e a-copaeno
M2FM: a — pineno, canfeno, sabineno

M3FM: a — pineno, sabineno, mirceno

MA4FG: limoneno, -cariofileno e a-copaeno

MS5FG: octanoato de etila, B-cariofileno e a-copaeno

M1FG: limoneno, octanoato de etila, B-cariofileno e a-copaeno

Carambola

M1FC: ocimeno, 2- hexanona, linalol
M2FC: ocimeno e 2- hexanona
M3FC: 2- hexanona, linalol

M4FC: ocimeno e linalol

Manga
M1FM: o — pineno, canfeno, sabineno, mirceno
M2FM: o — pineno, canfeno, sabineno
M3FM: a — pineno, sabineno, mirceno
MA4FM: canfeno, sabineno, mirceno
MS5FM: o — pineno, canfeno, mirceno

Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas empregando-se o software Assistat 7.7.
Inicialmente foram aplicados os testes de Lilliefors e Kolmogorov-Smirnov (p<0.05) com o
objetivo de avaliar os pressupostos paramétricos de normalidade e homogeneidade das
variancias dos residuos. Os resultados atenderam os parametros de normalidade e
homogeneidade, possibilitando a aplicacdo teste de Wilcoxon (p<0.05) para verificacdo de

diferencas estatisticas significativas entre os tratamentos em uma mesma repeticao.
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RESULTADOS

Os resultados obtidos com os bioensaios comportamentais demonstraram que todas as
formulagdes dos compostos do extrato de manga (Figura 1) e extrato de goiaba (Figura 2) séo
tdo atraentes quando os respectivos extratos positivos (Zmirv= 1,058, Zmzrm= 1,586,
Zm3rm=0,493, Zwmarv= 1,248 e Zmsev= 0,821) (Zmire= 0,350, Zmzre= 0,309, Zmsre=
0,350, Zmarc= 1,488 e Zmsre= 0,496). Os testes com as formulagdes do fruto de carambola,
resultaram em uma atratividade semelhante ao controle positivo para as formulagdes M3FC e
MAFC (ZmsFc= 0, Zmarc= 0,409) e para as misturas M1FC e M2FC (Zmirc= 2,125, Zm2rc=

2,468) a atratividade foi maior que para o controle positivo (Figura 3).

Figura 1 — Atratividade para formulagdes do fruto de manga
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Nota: EF- extrato de fruto de manga, M1FM: a — pineno, canfeno, sabineno, mirceno, M2FM: o —
pineno, canfeno, sabineno, M3FM: o — pineno, sabineno, mirceno, M4FM: canfeno, sabineno,
mirceno e M5FM: a — pineno, canfeno, mirceno; para o fruto de goiaba. ns — indica auséncia de
diferenca estatistica significativa pelo teste t de Student (p<0.05).
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Figura 2 — Atratividade para misturas formuladas com compostos do fruto de goiaba
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Figura 3 — Atratividade para formulagdes com compostos do fruto de carambola
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DISCUSSAO

Os compostos comuns entre o feromonio e os extratos dos frutos de goiaba, carambola
e manga utilizados neste trabalho, foram reportados como ativos para as fémeas de A. obliqua
conforme descrito no capitulo Il. Dentre os compostos comuns entre goiaba e o extrato de
feromonio, apenas o composto S-cariofileno foi EAD ativo no seu respectivo extrato do fruto,
para o extrato de carambola os componentes linalol e ocimeno foram comuns aos EAD ativos
no extrato de carambola e no extrato de manga todos os compostos comuns foram exatamente
0s mesmo componentes EAD ativos no extrato de manga. Inicialmente esperava-se que todos
0s compostos comuns fossem EAD ativos nos seus respectivos extratos, uma vez que
apresentavam um acdo feromonal e cairomonal, mas esta hipotese sé foi confirmada para os
compostos do fruto de manga. No que se refere a baixa similaridade entre os compostos
comuns e 0s EAD ativos nos extratos de goiaba e carambola, pode-se propor o que foi
sugerido por Renou et al. 2014, os quais sugeriram que o reconhecimento dos componentes
de um hospedeiro, estdo diretamente ligados a trés fatores, dentre eles a onipresenca dos
componentes e a variabilidade da composicdo, desta forma, sugere-se que a variacdo na
propor¢cdo quimica dos extratos destes frutos podem ter interferido na resposta
eletrofisioldgica das fémeas.

Os compostos comuns entre o feromonio e os extratos dos frutos foram reportados
como pertencentes ao feroménio sexual de diferentes espécies de moscas das frutas
(BRIZOVA et al.,, 2013; CRUZ-LOPEZ et al., 2015; MILET-PINHEIRO et al., 2015;
DIAZ-SANTIZ et al., 2016). No que se refere a espécie A. fraterculus, foi detectada a
presenca do composto limoneno no feromonio sexual nas populagdes do Peru, Argentina e
Brasil (CACERES et al., 2009; BRIZOVA et al., 2013 MILET-PINHEIRO et al., 2015). O
componente limoneno também foi identificado no feroménio da espécie A. ludens além dos
compostos  octanoato de etila, linalol, mirceno e limoneno em A. striata (ROCCA et al.,
1992; CRUZ-LOPEZ et al., 2015).

Na espécie de C. capitata os componentes: linalol, mirceno, (E)-3-octenoato de etila,
(E)-B-ocimeno eliciaram atividade comportamental ou eletrofisiolégica em machos e/ou
fémeas coespecificos em bioensaios conduzidos em laboratério ou em campo (JACOBSON
et al., 1973, OHINATA et al., 1977; BAKER et al., 1985, JANG et al., 1989, BAKER et al
1990, COSSE et al. 1995). Na espécie A. obliqua os resultados dos testes eletrofisiologicos

empregando extratos dos machos e antenas de fémeas virgens de A. obliqua revelaram a
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despolarizacdo das antenas para os compostos: 1-heptanol, linalol, (Z)-3-nonen-1-ol, (E,Z2)-
3,6-nonadien-1-ol e a-farneseno, conforme reportado no Capitulo | desta tese. Em seguida,
em ensaios de laboratorio, observou-se que esses compostos bem como suas respectivas
misturas desencadearam atracdo em fémeas virgens coespecificas, dentre estes compostos
encontra-se 0 componente linalol que além de ser EAD ativo no extrato de feromonio dos
machos também foi EAD ativo no extrato do fruto de carambola (DO NASCIMENTO et al.
2018).

Os componentes identificados neste trabalho, também foram reportados como
atraentes e responsaveis pelo o aumento da performance sexual de alguma espécies de moscas
da frutas. Um estudo realizado por Vera et al. (2013) avaliou o efeito da exposi¢do de machos
de A. fraterculus a polpa da goiaba, limdo e manga, constatando que o desempenho sexual dos
machos aumentou quando os mesmos foram expostos aos frutos de goiaba e limdo em
comparagdo aos machos ndo expostos, sugerindo que o a-COpaeno, COMposto presente em
maior quantidade nestes frutos, seria 0 composto responsavel por este efeito, apesar da
possibilidade do envolvimento de outros compostos, visto que o fruto libera uma mistura
complexa de compostos volateis. Bachmann et al. (2015), através de ensaios em laboratorio,
investigaram o desempenho sexual de machos selvagens e domesticados de A. fraterculus,
expostos aos volateis de goiaba e a uma mistura sintética de compostos liberados por este
fruto (a-copaeno, trans-cariofileno, limoneno e octanoato de etila). Os machos selvagens e
domesticados, expostos aos volateis de goiaba, exibiram um nimero maior de comportamento
de chamamento e de liberacdo de feromonio quando comparados aos machos ndo expostos, o
que resultou no aumento do nimero de acasalamentos registrados. De maneira analoga, a
exposicao a mistura sintética também resultou no aumentou do sucesso de acasalamento dos
machos, comprovando sua eficiéncia. Shelly et al. (2008), também investigaram 0 sucesso no
acasalamento de machos quando estes foram expostos ao Oleo essencial de manuka e ao
extrato de manga, 0s quais apresentam em sua constituicio 0 componente a-COpPaeno,
caracterizado em inimeros trabalhos como agente potencializador do sistema de acasalamento

de C. capitata.

No que se refere a atratividade de fémeas aos componentes testados neste trabalho,
um estudo foi realizado com a espécie A. obliqua, e as seguintes variedades de manga:
Ataulfo, Coche e Amate em testes realizados em laboratério e no campo. Nos testes de
campo, observou-se uma captura maior para as armadilhas contendo os extratos da variedade

Amate (MALO et al. 2012). A partir desse resultado, foi realizada a identificagdo dos
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compostos volateis presentes nesta variedade, identificando-se os compostos mirceno, o-
pineno e trans-B-ocimeno como majoritarios. Posteriormente, a mistura destes compostos foi
testada em gaiolas de campo resultando em menor atratividade de fémeas quando preparada
na propor¢do de 1:1:1, entretanto quando a mesma mistura foi testada na proporcdo em que €
liberada pelo fruto, a mistura foi t&o atraente quanto o extrato do fruto (MALO et al. 2012).

Os estudos que comprovam a presenga dos componentes comuns destes trabalho no
feromonio de diferentes espécies, a atratividade destes compostos e o0 aumento da
performance sexual dos insetos expostos a estes componentes sugerem que possam existir
componentes chaves que podem ter acdo cairomonal ou feromonal. Além disso, os resultados
destes trabalhos mostram que as fémeas podem ser atraidas a diferentes formulagdes de
misturas mesmo que todos 0s compostos da mistura ndo sejam EAD ativos nos seus
respectivos extratos como foi observado para as formulagbes das misturas de goiaba e
carambola com excecdo para as misturas formuladas de manga que apresentaram todos 0s
compostos das misturas como EAD ativos nos extratos de manga. Estes resultados indicam
que as fémeas de A. obliqua reconhecem e sdo atraidas para diferentes combinagcGes de
misturas, 0 que pode explicar a sua polifagia e estas misturas normalmente apresentam
compostos que sdo comuns ao feroménio sexual liberado pelos machos e os frutos
hospedeiros. Estudos complementares devem ser conduzidos para elucidar os mecanismos

envolvidos no reconhecimento de fémeas desta espécie para diferentes misturas.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O objetivo geral desta tese foi identificar formulacdes atraentes para fémeas de
Anastrepha obliqua provenientes dos compostos volateis presentes no feroménio liberado por
machos e aqueles emitidos por goiaba, carambola e manga. Dentro desta proposta, foram
identificados compostos ativos nos extratos do feromonio e dos frutos que foram testados a
partir de formulacGes de misturas em bioensaios de dupla escolha. Além disso, observou-se
uma similaridade entre os compostos presentes nos extratos do feroménio e dos frutos, o que
permitiu a condugdo de testes comportamentais com misturas formuladas a partir destes
compostos. A amplitude desta pesquisa pode ser avaliada considerando que se testou a
atratividade de compostos volateis derivados de machos coespecificos e de frutos hospedeiros
na comunicacdo quimica entre individuos da mesma espécie (acdo feromonal) e entre
individuos de espécies diferentes (acdo cairomonal). A partir deste tipo de estudo é possivel
considerar que estes insetos, podem perceber mudangas na concentra¢cdo dos compostos, na
composicdo de misturas e na isomeria, conferindo a antena uma excelente especificidade e
sensibilidade. Diante do exposto, faz-se necessario a identificacdo eletrofisiologica de
compostos em outros hospedeiros de A. obliqua para esclarecer como ocorre 0
reconhecimento de diferentes frutos. A partir da elucidacdo deste questionamento somado aos
testes em condi¢Oes seminaturais e os resultados apresentados nesta tese, as formulagdes

propostas poderdo constituir potenciais produtos para o controle da praga A. obliqua.
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