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RESUMO

A banana apresenta-se de grande importancia no mundo, estando
diretamente ligada a relevancia social e econémica, geradora de renda tanto
para a agricultura familiar quanto empresarial. O C. sordidus é praga chave da
cultura da banana, reduzindo a producdo em até 90%.Portanto, o objetivo
deste trabalho foi avaliar a diversidade genética de C. sordidus, prospectar
moléculas de cairombnios e testar local de instalacdo de armadilhas e
formulacdes sintéticas com feromonio para o0 manejo integrado deste artropode
em campo.O presente trabalho foi realizado por meio de parceria institucional
entre a Universidade Federal de Alagoas LPgRN, a Interacta Quimica LTDA e
a Fazenda Bonsucesso-Cooperativa Pindorama. No primeiro estudo foi
detectada variabilidade genética intra e inter-populacional para esse coledptero
entre as trés populagdes estudadas oriundas de regides produtores de banana
no estado de Alagoas. Este resultado indica viabilidade de estudos para
prospectar a possivel variabilidade na diversidade prote6émica e metabol6mica
nas populacdes, em especial a relacionada aos sistemas de comunicacéo
quimica inseto/inseto e inseto/planta.No segundo estudo, detectou-se variacao
no perfil quimico de volateis da atmosfera, do rizoma e do pseudocaule. Foram
observados metabolitos com funcionalidade na interacdo inseto/planta e
potencial aplicacdo como cairoménios para manejo do C. sordidus.Dentre
esses 0 a-pineno, B-pineno,a-copaeno, eucaliptol e limoneno.Na terceira etapa,
ao avaliar o experimento entre locais de instalagcdo das armadilhas em campo
recomenda-se a instalacdo destas na borda do talhdo além das armadilhas
internas a fim de potencializar o controle e 0 monitoramentoda populacdo do
artropode. No estudo final, onde foi avaliada a formulagdo do feroménio
observou-se maior eficiéncia em relacdo a quantidade de sordidina versus
captura do C. sordidus com 78,06mg deste semioquimico. Porém, essa
eficiéncia foi promovida quando associada aos adjuvantes 6leo mineral na dose

100,8uL e cairomodnio acetato de isoamila na quantidade de 700 pL por isca.

Palavras chave: Sordidina. Semioquimicos. Moleque-da-bananeira. Musa spp.



ABSTRACT

The banana has become of great importance in the world, being directly linked
to social and economic relevance, generating income for both family and
corporate agriculture. The C. sordidus is a key pest of banana, reducing yields
by up to 90%. Therefore, the aim of this study was to evaluate the genetic
diversity of C. sordidus, prospect molecules kairomones and test the location of
traps and synthetic pheromone formulations for integrated field management.
This work was carried out through institutional partnership between the Federal
University of Alagoas LPgRN, Chemistry LTDA Interacta and Farm-Cooperative
Bonsucesso Pindorama.ln the first study genetic variability was detected intra
and inter-population for this insect among three studied populations originated
from regions of banana producers in the state of Alagoas. This result indicates
the feasibility studies for exploring the possible variability in proteomic and
metabolomic diversity in populations, especially related to communication
insect/insect and insect/plant chemical systems. In the second study, was
detected variation in the chemical profile of the volatile atmosphere, the rhizome
and pseudostem. Metabolites with functionality in insect/plant interaction and
potential application as kairomones for management of C. sordidus were
observed. Among these a-pinene, B-pinene,a-copaene, eukaliptol and
limonene. In the third stage, the experiment evaluated trap locations in the field
installing these on the edge of the field, and internal traps are recommended in
order to enhance the control and monitoring of the arthropod population. In the
final study, which evaluated the formulation of pheromone was observed
greater efficiency in relation to the amount of sordidina versus capture
C.sordidus with 78.06 mg of this semiochemical. However, this efficiency was
promoted when associated with mineral oil adjuvant dose 100.8 pL and isoamyl
acetate kairomone in the amount of 700 ul per trap.

Keywords: Sordidine. Semiochemical. Banana weevil. Musa spp.



SUMARIO

Resumo

Abstract

1 Introducéo

1
Objetivo

4
2 Revisédo Bibliografica

4
2.1 A cultura da banana

4
2.2 Cosmopolites sordidus 6
2.3 Importancia Agronémica 10
2.4 Manejo integrado da praga — MIP 11
2.5 Semioquimicos 13
2.6 Ecologia e marcadores moleculares 19
2.7 Cromatografia Gasosa (CG) - Espectrometria de Massa (EM) 21
3 Material e Métodos

26
3.1 Estudos realizados

27

3.1.1 Diversidade genética por RAPD e desenvolvimento de marcadores
SCAR para Cosmopolites sordidus coletados em trés regides produtoras 27

de banana do estado de Alagoas



3.1.2 Prospeccdo de Compostos orgéanicos volateis do ambiente do
agroecossistema do bananal e de partes da planta de bananeira
variedade prata para manejo de C. sordidus

3.1.3 Estudo da eficiéncia de diferentes concentracdes de sordidina e de

posicdo da armadilna em campo para manejo de C. sordidus.

3.1.4 Eficiéncia e calibracdo da relacdo entre volumes de Sordidina e

Oleo mineral para o manejo de C. sordidus.

3.2 Procedimentos de analise de dados

4 Resultados e Discusséo

4.1 Diversidade genética por RAPD e desenvolvimento de marcadores
SCAR para Cosmopolites sordidus coletados em trés regides produtoras
de banana do estado de Alagoas

4.2 Prospeccdo de cairomoénios da atmosfera e de partes da planta de
banana, variedade prata em agroecossistema bananal para manejo de

C. sordidus

4.3 Estudo da eficiéncia de diferentes concentracdes de sordidina e de

posicdo da armadilna em campo para manejo de C. sordidus.

5 Conclusbes

6 Perspectivas

7 Referéncias Bibliogréaficas

31

33

35

36

38

48

58

65

66

67



1 Introducéo

A banana é o quarto produto alimentar mais produzido no mundo com
relevancia, viabilizando o desenvolvimento de arranjos produtivo locais da
fruticultura no estado de Alagoas (BANCO DO BRASIL, 2010; FAO, 2014). A
América Latina e Caribe sao responsaveis por 80% da exportacdo mundial de
banana ao passo que o Brasil contribui com apenas 0,5% de sua producéo
(GRICIO et al, 2011).

O Brasil € o quinto maior produtor mundial e 0 segundo maior produtor
das Américas e Caribe na qual a Regido Nordeste é a principal produtora
nacional. Segundo o IBGE (IBGE, 2013) a previsédo de safra da banana para o
Brasil em 2014 é de aproximadamente 7275 mil toneladas, com um aumento
de 4,7% em relacdo a safra de 2013. Analisando o cenario brasileiro da
bananicultura o estado de Alagoas ocupa a sétima colocacdo em producao do
fruto (FAO, 2014).

A cultura da banana € acometida por diversas pragas e doencas, dentre
elas, 0 moleque-da-bananeira,Cosmopolites sordidus (Germar, 1924)
(Coleoptero: Curculionidae) que é classificada no Manejo Integrado de Pragas
como praga-chave podendo reduzira producdo em até 90% (GOLD et al., 2004;
RIBEIRO et al. 2009).

O C. sordidus possui habito noturno, longo periodo de vida, mobilidade
limitada, baixa fecundidade com oviposi¢do estimada em um ovo por semana,
lento crescimento populacional e raramente voam, ficando proximo da fonte de
alimentacdo (GOLD et al, 2001). Os adultos podem atingir no maximo um ano
de vida (DUBOIS; COYNE, 2011). Por conseguinte, considerando a biologia do
inseto e seu padrao comportamental, a sua disseminacdo a longas distancias
se da principalmente via material propagativo infestado com ovos e larvas
(rizoma e pedacos de rizomas) (GOLD et al., 2001).

A fim de compreender os padrbes comportamentais de Curculionideos,
por meio da Ecologia Quimica, Ambrogi et al (2009),0bservaram a acao do
feromonio, e que este é produzido pelo macho e atrai ambos 0s sexos, sendo
classificados como feromonio de agregacdo. O composto que constitui esse
feromonio corresponde as classes dos monoterpendides e derivados de acidos
graxos (BLOMQUIST; VOGT, 2003).



Segundo Beauhaire et al (1995), apds identificacdo e sintese do
feromoénio de agregacao produzido pelo macho de C. sordidus, concluiu que o
mesmo é uma mistura de quatro compostos especificos, sendo a sordidina (1-
etil-3,5,7-trimetil-2,8-dioxa-biciclo[3.2.1]octano) 0 composto majoritario.

A variabilidade genética mesmo que considerada baixa € indicio da
existéncia de padrdoes genéticos distintos entre individuos e populagbes, é
plausivel considerar a existéncia de variacdes nos mecanismos de interagdo
inseto-inseto e inseto planta. Os mecanismos bioquimicos dessas interacdes
estéo relacionados ao grau de diversidade e afinidade quimica de infoquimicos
e seus respectivos receptores (BLOMQUIST; VOGT, 2003).

Para o C. sordidus Gold et al (2001) justifica a existéncia de limitado
fluxo génico interpopulacional com a sua baixa mobilidade e por conseguinte
potencial isolamento natural das populacdes.A taxa de migracdo dos adultos de
C. sordidus pode variar de acordo com a densidade dos insetos e a quantidade
dos predadores em uma area (GRAAF et al.,, 2005). Por outro lado, esta
afirmacao se aplica apenas a disseminacdo natural da espécie, fato que pode
ser alterado pelo fluxo de propagulos entre regides produtoras e deficiéncia na
fiscalizacao fitossanitaria.

Técnicas de genética molecular sédo utilizadas para o estudo da biologia,
ecologia e genética populacional de insetos em que marcadores baseados em
RAPD-SCAR tém sido apontados como uma opc¢ao para selecdo assistida de
insetos (HUNT, 1997; REINEKE et al., 1998; QUEIROZ, 2005; QUEIROZ et al.,
2007). Portanto, aplicavel a avaliacdo da diversidade genética a fim de
embasar futuros estudos da variabilidade quimica e protéica aplicada a
Ecologia Quimica.

Segundo Borges et al (2009) o controle e o0 manejo do C. sordidus é
realizado por meio de iscas, técnicas culturais, controle quimico, biolégico ou
comportamental com uso de feroménios.

De forma geral, C. sordidus € monitorado e capturado por meio de
armadilhas de pseudocaule, porém com eficiéncia limitada e onerosa (GOLD et
al. 2001). Nomura et al (2011) recomenda a instalacdo de 20 a 50 iscas por
hectare para monitoramento podendo variar em funcdo do nivel de infestagédo
do bananal. Esses autores corroboram com Bakyalire (1992) e Gold (1998),

que relatam que a eficiéncia da captura com armadilhas de pseudocaule pode

2



ser influenciada por fatores climaticos, bem como estagio e biologia do inseto,
namero, distribuicdo e freqiiéncia de coletas e reposicao destas. Nao obstante,
independente da baixa mobilidade natural do C. sordidus é comum observar
imigracdo de insetos provenientes de propriedades e ou talhdes vizinhos
guando abandonado o manejo sistematico da praga (GOLD et al, 2001).

Atualmente no Ministério da Agricultura Pecuéaria e Abastecimento -
MAPA ha apenas nove produtos registrados para o controle de C. sordidus,
dentre eles, oito sdo classificados como metilcarbamato de benzofuranila e
organofosforado e um como semioquimico a base de sordidina (MAPA, 2014).

Dentre as tecnologias mais avancadas para o manejo do C. sordidus
destaca-se a utilizacdo de armadilhas com feroménios sintéticos associados a
cairomonios. No Brasil o unico feroménio comercial registrado para uso na
agricultura € o Cosmolure, que por sua vez trata-se de um produto importado e
distribuido no Brasil (MAPA, 2014).

O MIP, fundamentado em conceitos de minimizacdo dos riscos dos
pesticidas, destaca a tatica de manejo de pragas baseado no comportamento,
observando a interacao inseto-inseto e inseto-planta (THOMAZINI, 2009).

Por tanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a diversidade genética,
verificar volateis do agroecossistema da cultura da banana, testar locais de
instalacdo de armadilhas e formulacbes com sordidina para manejo do

Cosmopolites sordidus (Germar, 1824) (Coleoptera: Curculionidae).



2 Reviséao bibliografica

2.1 A cultura da banana

A banana (Musa spp.) € uma planta monocotiledénea, herbacea (apods a
colheita a parte aérea é cortada) e perene, uma vezque novos perfilhos
nascem da base da planta-mée. Apresenta caule subterraneo (rizoma) de onde
saem as raizes primarias. E uma planta tipicamente tropical, cujo
desenvolvimento exige calor constante, elevada umidade e boa distribuicdo de
chuvas (CORDEIRO, 2000).

A planta possui quatro padrées de producdo, tanto para a indUstria como
consumo in natura, que sao a Prata, Maca, Cavendish e Terra. A variedade
prata (Figura 1), do grupo AAB, é uma das mais difundidas principalmente no
Nordeste e Norte devido & aceitacdo pelo sabor doce a acido da fruta. E uma
planta de porte alto, densidade recomendada de 1111 plantas por hectare, com
rendimento de 13 a 25 toneladas de frutos por hectare e apresenta-se como
medianamente resistente ao C. sordidus (OLIVEIRA e SILVA, 2001).

Figura 1. Plantio comercial de banana variedade prata. Fonte: autor




A banana € o quarto produto alimentar mais produzido no mundo com
impacto socioecondmico na agricultura familiar e no agronegécio e no Brasil
viabiliza o desenvolvimento de arranjos produtivo locais da fruticultura (Banco
do Brasil, 2010; FAO, 2014).

Segundo a FAO, a producdo da bananateve um aumento de
aproximadamente 122% na producdo mundial. Dentre as frutas sua producéo é
superada apenas pela melancia, a uva vemna terceira posi¢édo, seguida pela
maca (FAO, 2014).

A América Latina e Caribe sdo responsaveis por 80% da exportacao
mundial de banana ao passo que o Brasil contribui com apenas 0,5% de sua
producdo(GRICIO et al, 2011). O Brasil é o quarto maior produtor mundial e o

segundo maior produtor das Américas e Caribe (Figura 3).

Figura 3. Principais produtores de banana a nivel mundial, segundo
relatério da FAO do ano de 2012. Fonte: FAO, 2014b
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Segundo o IBGE a previsdo de safra da banana para o Brasil em 2014 é
de aproximadamente 7275 mil toneladas, com um aumento de 4,7% em
relacdo a safra de 2013.

O Nordeste, com aproximadamente 2500 mil toneladas de banana, € a
maior regido produtora do Brasil, seguida do Sudeste, Sul, Norte e Centro-

oeste (Figura 4).



Figura 4. Regides brasileiras produtoras de banana. Fonte: IBGE, 2013
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O estado de Alagoas ocupa a sétima colocagdo em producdo do fruto
(IBGE, 2013).

2.2 Cosmopolites sordidus

O Cosmopolites sordidus (Germar, 1824) (Coleoptera: Curculionidae),
conhecido também como moleque-da-bananeira ou broca-da-bananeira, foi
classificado em 1824 por Germar como Calandra sordida e em 1885 passou a
ser denominado, por Chevrolat, de C. sordidus (RADA, 2005). No Brasil, o
primeiro relato se deu em 1915 no estado do Rio de Janeiro (COSTA LIMA,
1956).

O inseto adulto mede aproximadamente 11 mm de comprimento, por
4mm de largura; é de cor preta uniforme; superficie glabra e tem quase todo o
protérax, a cabeca, o rostro, as pernas e partes inferiores finamente pontuados.
A cabeca é proporcionalmente pequena em relacdo ao corpo, com diminutas
pontuagdes. Os olhos sdo escuros e ovalados. O rostro € escuro, largo e
escuro, com pontuagfes. As antenas sao do tipo clavada. As mandibulas sdo
de cor escura e fortemente esclerotizadas. (VALLEJO, 2007) (Figura 5).0s
machos sdo menores do que as fémeas (COSTA LIMA, 1956; PRESTES,

2005).



Figura 5. Vista dorsal (a), ventral (b), lateral (c) e detalhes da cabeca e

antenas do adulto (d) de C. sordidus.
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Fonte: Vallejo et al, 2007.

As pernas anteriores sao largas e finas e o trocanter € pequeno,
triangular e separado do fémur por uma membrana (Figura 6). Nao se observa

diferenca entre as pernas anteriores, médias e posteriores.

Figura 6. Detalhe da perna do macho (a) e da fémea adulta (b)
de C. sordidus

a b
S

e /_%;-173}-%- ]

L m——

~
."Ru
! V'—

Za
A =

|
L e

Fonte: Vallejo et al, (2007)

O térax e o pronoto (Figura 7a) sdo alongados com superficie glabra e
com diminutos poros. Os élitros sdo estreitos e retos, e recobrem a parte
posterior do abdémen (Figura 7b). As asas sdo membranosas, hialinas e de
venacdo simples (Figura 7c¢).O protérax exibe bordas laterais O abdémen do
macho assim como da fémea apresenta cinco placas abdominais bem
diferenciadas.



Figura 7. Detalhe do pronoto (a), élitro (b) e asa

exibindo a venacao (c)de C. sordidus

Fonte: Vallejo et al, (2007)

As larvas (brocas), medindo 12 milimetros de comprimento por cinco
milimetros de largura, no periodo final de desenvolvimento (Figura 8), penetram
na planta e se alimentam dos seus tecidos, formando galerias irregulares e em
todas as direcdes. Sdo enrugadas, desprovidas de patas, curvadas no dorso,
ligeiramente delgadas para a extremidade anterior e de cor branca. (COSTA
LIMA, 1956; TINZAARA, 2005; PRESTES, 2005; RIBEIRO, 2009). A capsula
cefélica € de forma ovalada, tipo hipognata, de superficie lisa, cor ambar e
fortemente esclerotizada (VALLEJO et al, 2007)

Figura 8. C. sordidus na fase larval (a) e detalhe da capsula

cefalica(b)

Fonte: Vallejo et al, (2007)




A pupa tem comprimento medio de 12 milimetros € do tipo exarada, de
forma ovalada e superficie glabra (Figura 9). A capsula cefélica encontra-se em
posicao ventral retraida cobrindo o protérax

Figura 9. Vista dorsal (a) e ventral (b) de pupa de C. sordidus

Fonte: Vallejo et al, (2007)

Os ovos, de coloracdo creme e medindo2 mm de comprimento, s&o
colocado sem pequenos orificios abertos na periferia do rizoma ou na regiao de
insercdo das bainhas foliares, situada préxima ao nivel do solo (CORDEIRO,
2000).

Apresentam movimentos lentos, habitos noturnos, permanecendo
abrigado da luz durante o dia, escondido nas touceiras, proximo ao solo, entre
as bainhas das folhas, como também nos rebentos.Embora possuam asas
funcionais,raramente voam, e se dispersam passivamente através do
transporte de plantas infestada com ovos, larvas, pupas e adultos (NOMURA et
al 2011).Segundo Gallo et al (2002), o C. sordidus possui habito gregéario e ao
serem tocados, fingem-se de mortos, comportamento denominado de tanatose.

As fémeas de C. sordidus ovipositam até 100 ovos no interior do rizoma,
em pequenas cavidades feitas com o rostro, a um ou dois milimetros de
profundidade. A oviposi¢cado ocorre em toda a superficie do rizoma, com a maior
quantidade dos ovos sendo distribuida na sua metade superior. Contudo, tem-

se observado que um numero consideravel de bananeiras apresenta seus



rizomas atacados apenas na parte inferior (PRESTES, 2005; NOMURA et al,
2011).

Em casos de ataques mais severos, tem-se também encontrado ovos
em pseudocaules de bananeiras cortadas, deixados no solo, ou no interior de
rizomas ja deteriorados (RIBEIRO, 2009).

O periodo larval varia de 14 a 48 dias, ap0s este periodo, as larvas
dirigem-se para as extremidades das galerias proximas da superficie externa
do rizoma preparando camaras ovaladas, onde se transformam em pupas e
permanecem nessa forma por um periodo 7 a 10 dias. O ciclo evolutivo oscila
de 23 a 70dias, conforme as condicfes climaticas (BATISTA et al, 2002).

Segundo CORDEIRO (2003), o ciclo de vida do C. sordidus pode variar
e ser fortemente influenciada pelas condi¢Bes climéticas e, também, pelas

cultivares hospedeiras, afetando inclusive o niumero de ecdises.

2.3 Importancia Agronémica

Os problemas fitossanitarios da banana constituem a maior ameaga para
a cultura e podem ser causados por fungos, bactérias, virus, nematoides e
insetos, como o C.sordidus. A intensificagdo desses problemas pode ter origem
na utilizagdo generalizada das cultivares Prata (LEDO et al, 2008).Saber
identifica-los e ter informacfes sobre as medidas adequadas de controle sdo
subsidios fundamentais para a tomada de decisdo do produtor levando em
consideracdo o conhecimento da populacdo da praga, o nivel de controle e o
dano econdmico associado ao C. sordidus (BATISTA FILHO et al, 2002)

As primeiras manifestacbes do ataque da praga caracterizam-se
externamente pelo aspecto das bananeiras, cujas folhas amarelecem, e pelos
cachos, que se tornam pequenos. O rizoma apresenta-se com varios furos e
galerias irregulares, geralmente de paredes escuras, percebendo-se no seu
interior as larvas do C. sordidus. Com a progressdo da praga, a bananeira
entra em franco definhamento, as folhas dobram-se sobre o tronco, e
finalmente toda a planta seca e morre(BATISTA FILHO et al. 2002).

Os danos causados pelas larvas debilitam as plantas tornando-as mais

susceptiveis ao tombamento, principalmente na fase de frutificacdo. As galerias
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no rizoma também causam danos indiretos, favorecendo a penetracdo de
patdogenos, como o fungo Fusarium oxysporum f. sp. cubense (mal de
Panama)e outros oportunistas nas areas atacadas, causando podriddes e
morte da planta (MESQUITA, 2002;TINZAARA, 2005; RIBEIRO, 2009).

2.4 Manejo integrado da praga - MIP

O MIP é uma filosofia de controle de pragas que evidencia a
preservagao e o incremento dos fatores de mortalidade natural, observando os
parametros econdmicos e ecologicos. O MIP apoia-se basicamente em
avaliacao do ecossistema, tomada de decisdo e escolha do método de controle
(BAJWA; KOGAN, 2002; PICANCO, 2003; UNEKE, 2007; PINTO-ZEVALLOS;
ZARBIN, 2013; MAPA, 2014a).

De acordo com a Instrugcdo Normativa 12/2001 do MAPA, praga é:
“qualquer forma de vida vegetal ou animal, ou qualquer agente patogénico
daninho ou potencialmente daninho para os vegetais e produtos vegetais”;
fazendo referéncia ao Art. Il do novo texto da Convencao Internacional para
Protecdo de Vegetais, adotado na XX Sessédo da Conferéncia da Organizacao
das Nacdes Unidas para Alimentagdo e Agricultura -FAO, e pela Resolucéo
14/79, promulgada pelo Decreto 318, de 31 de outubro de 1991.

Um organismo sé recebe o status de praga quando causa algum dano
econdmico, e do ponto de vista do MIP, compete direta ou indiretamente com o
homem por alimento, matéria prima ou prejudicam a saude e o bem-estar do
homem e animais. O C. sordidus, é considerado praga-chave, pois

frequentemente atinge o nivel de controle (PICANCO, 2003).

Os principais métodos usados no controle de pragas sao:cultural,
bioldgico, quimico, legislativos, mecanico, fisico, genético e comportamental
(PLANT e MANGEL, 1987; PICANCO, 2003; UNEKE, 2007).

O método cultural consiste no emprego de préticas agricolas
normalmente utilizadas no cultivo das plantas, objetivando o controle de
pragas. Sdo empregados neste método: medidas sanitarias, destruicdo ou
modificacdo de hospedeiros ou habitats alternativos, preparo de solo, manejo

d’agua e irrigacdo, reducdo da continuidade espacial, ruptura da continuidade
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temporal, modificacdo de época de colheita, planta ou cultura-isca e diminuicao
do espagamento ou aumento da densidade.

O controle biolégico tem na acéo de inimigos naturais a manutencao da
densidade das pragas em nivel inferior aquele que ocorreria na auséncia
desses inimigos naturais e € dividido em natural, classico e artificial. Seu
emprego engloba desde o uso de inseticidas seletivos, introdugcéo de inimigos

naturais a criagao de inimigos e sua criacao.

O controle quimico consiste na aplicagdo de substancias quimicas no
controle de pragas. Os agrotoxicos ou praguicidas sdo qualquer substancia ou
mistura que podem ser utilizadas para prevenir, destruir, repelir ou atenuar

insetos, roedores, nematoides, fungos ou plantas daninhas.

O meétodo legislativo é o conjunto de leis e portarias relacionadas com a
adocao de medidas de controle de pragas, com a participagcao das agéncias
governamentais na limitacdo da disperséo de insetos ou no tratamento de
infestacOes localizadas e que constituam uma ameaca ao bem estar publico.
Dentro do método legislativo € importante ressaltar o uso da quarentena,
medidas obrigatérias de controle e legislagéo disciplinadora do uso de agentes
ou métodos de controle.

Em relacdo ao controle mecéanico, estes Incluem préaticas que envolvem
a utilizacdo de barreiras e/ou destruicdo direta dos insetos como catacéo

manual, técnica da batida, barreiras, impacto e pos abrasivos.

O controle fisico consiste no uso de meétodos como fogo, drenagem,
inundacao, manipulacédo da temperatura e umidade e radiacdo eletromagnética

no controle de pragas.

O método genético visa o controle da praga mediante a manipulacdo do
seu genoma ou seus mecanismos de heranca. Podem ser utilizados genes
letais condicionantes, incompatibilidade citoplasmatica, translocacdes

cromossomais, distorcdo meidtica e esterilidade retardada.

O Controle por Comportamento é aquele no qual evidencia a utilizacédo
de volateis com interacdo intra (feromdnios) e interespecifica (cairomonios)

para a localizagcdo de presas, organizacdo de atividades sociais como a
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agregacédo de insetos, defesa, reconhecimento de trilha, escolha de locais de
oviposicéo e corte e acasalamento. Este tipo de controle utiliza processos que
modificam o comportamento da praga de tal forma a reduzir sua populacdo e
danos.

A evolucdo da resisténcia de pragas a agrotoxicos tem sido um dos
grandes entraves em programas de MIP em diversas culturas a nivel mundial
(IRAC-BR, 2013).

Novas substancias sdo necessarias, para o efetivo controle de pragas,
oferecendo maior seguranca, seletividade, biodegradabilidade, viabilidade
econdmica, aplicabilidade em programas integrados de controle de insetos e
baixo impacto ambiental (MARANGONI et al, 2012).

2.5 Semioquimicos

A interacdo mediada por compostos quimicos entre organismos vivos é
estudada na Ecologia Quimica. Os primeiros relatos sobre compostos atuando
na comunicagao entre insetos datam de 1959, com a descoberta do feromonio
sexual do bicho da seda Bombyx mori por Butenandt (PILLI; ZARBIN, 2000).

No campo da ecologia quimica de insetos tem-se elaborado pesquisas
com o objetivo de desenvolver novos processos e tecnologias que nao agridam
0 meio ambiente, e que sejam sustentaveis, para o0 controle de pragas
agricolas. A quimica vem se aliando as ciéncias modernas como a Ecologia e a
Biologia Molecular para, também, garantir a producéo de alimentos sem afetar
0s organismos néo alvo. (PINTO-ZEVALLOS; ZARBIN, 2013)

A comunicacdo por meio de compostos quimicos apresenta influéncia
direta nas relagdes ecoldgicas entre insetos e meio ambiente e insetos e outros
organismos. Esses compostos funcionam como “iniciadores” de reacdes
comportamentais especificas no individuo receptor e sdo chamados de
semioquimicos. O comportamento de agregagdo, organizacdo de suas
comunidades, procura de parceiros para o acasalamento e defesa é veiculado

atraves da deteccédo e emissao destes compostos (VENZON et al. 2011).

13



O termo semioquimico é originado da palavra grega semeion, que
significa sinal e sdo os compostos quimicos liberados para tornar possivel a
comunicacdo quimica entre os seres vivos. Esses compostos induzem a
mudanc¢a comportamental ou fisiolégica em outros individuos e possuem duas
classificacdes.Considerando seu modo de acédo, caso sejam mediadores de
mudanca de comportamento em individuos de mesma espécie, ou mudanca
intraespecifica, sdo denominados de feromdnios (grego pheren= transferir e
hormon= excitar),ou quando a reacdo comportamental acontece em
organismos de espécies diferentes, ou seja, interespecificos, passam a
chamar-se de aleloquimicos (grego allelon= de um ao outro) (THOMAZINI,
2009; ZARBIN; RODRIGUES; LIMA, 2009).

Os aleloquimicos utilizados na comunicacdo interespecifica séo
subdivididos em quatro grupos: alomoénios (favorecimento apenas do individuo
emissor do sinal quimico), cairomonios (favorecimento do organismo receptor
da mensagem), sinomonios (beneficiam ambos os individuos, tanto o que emite
guanto o que recebe o sinal quimico) e apneumdnios (substancias quimicas
liberadas por hospedeiro ndo vivo que atraem parasitoides) (AZEVEDO FILHO;
PRATES JUNIOR, 2005; ZARBIN; RODRIGUES; LIMA, 2009; GOULART,
2012) (Figura 10).
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Figura 10. Classificacdo adotada para Semioquimicos
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Fonte: Adaptado de Zarbin et al (2009).

A preocupacao com a sustentabilidade e preservacao do ambiente levou
ao desenvolvimento de alternativas aos agrotoxicos, como 0 uso de
feromonios, auxiliando na reducéao destes produtos, assim como a diminui¢cao
dos impactos ambientais (MICHEREFF; BARROS,2001).

O conceito de feromonio foi introduzido por Karlson; Luscher (1959),
como substancias secretadas por um individuo, com influéncia intra-especifica,
podendo exercer estimulo fisiologico ou comportamental (BEAUCHAMP et al,
1976, FERREIRA; ZARBIN, 1998; PINTO-ZEVALLO;ZARBIN, 2009).

Essas substancias podem agir na fisiologia e no desenvolvimento dos
insetos, assim como, S&do0 responsaveis por diversas atividades
comportamentais como dispersdao, coOpula, alarme, agregacdo, oviposicao,
sexual e trilha (SILVERSTEIN, 1970; AZEVEDO FILHO; PRATES JUNIOR,
2005; BERGMANN et al, 2009; VENZON et al. 2011).
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Os ferombnios sdo classificados de acordo com essas atividades

comportamentais:

1. Ferombnio de Trilha= substancias ou mistura de substancias
excretada por um individuo e, detectada por outros individuos da mesma
espécie. Estdo presentes em colonias de insetos sociais com o objetivo de

indicar fonte de alimento, como por exemplo, as formigas.

2. Feromonio de Agregacao: emitidos principalmente por Coleopteros,
sao substancias liberadas pela fémea ou pelo macho da espécie para atrair um
elevado numero de individuos de ambos o0s sexos. A agregacdo pode ter como

objetivo uma fonte de alimento.

3. Ferombnio de Alarme: substancias liberadas principalmente por
insetos sociais, como abelhas, formigas, cupins com o objetivo de avisar da

presenca de algum inimigo natural.

4. Feromonios Marcadores de Hospedeiros: tém o principio de reduzir a

competicdo entre membros de uma mesma espécie.

5. Feromonios de Oviposicdo: substancias utilizadas pelos insetos para

demarcar um local de postura dos ovos ou impedir a postura de outras fémeas.

6. Feromobnio Sexual: substancias liberadas pela fémea ou pelo macho
para atrair o individuo de sexo oposto para a copula.

O uso de feromdnios (substancias atoxicas) vem se mostrando uma
ferramenta muito promissora no auxilio ao manejo de pragas, assim como o
monitoramento das pragas e na tomada de deciséo para o efetivo controle dos
insetos. Alguns feroménios ja vém sendo produzidos comercialmente e
utilizados na agricultura com eficiéncia, seja para a deteccao da praga ou para
a coleta massal de adultos (AMBROGI et al. 2009).

Budenberg e colaboradores, em 1993, sugeriram que 0 composto
atrativo produzido pelo C. sordidus € um feroménio de agregacao produzido no
intestino meédio do inseto macho, fato comprovado por Beauhaire et al. (1995),
gue detectaram quatro compostos especificos produzidos por machos da

broca-do-rizoma.
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O ferombnio de agregacédo do C. sordidus foi isolado, identificado e
sintetizado por Beauhaire et al (1995), sendo o composto majoritario, (1S, 3R,
5R, 7S) (-2,8-dioxi-1-etil-3,5,7-trimetilbiciclo[3.2.1]octano) (Figura 11-a). A

sordidina é um composto cetal biciclico que engloba 4 isémeros.

Figura 11. Diasteroisémeros da sordidina (a, b, c e d).

13
(1S, 3R, 5R, 7S)-32a (1S, 3S, 5R, 7S)- 32b (1S, 3R, 5R, 7R)- 32¢ (1S, 3S, 5R, 7R)- 32d
la b c d

Fonte: Goulart (2012).

Ndiege et al (1996) confirmaram a atividade da sordidina avaliando
armadilhas somente com feromdnio, armadilha somente com pseudocaule e
outra com feromdnio e pseudocaule. Os autores concluiram que as armadilhas
com ferombnios atraem mais do que as armadilhas somente com o
pseudocaule, ndo diferindo significativamente quando se utiliza a associacéo,
ou nao, pseudocaule e feroménio. Reddy et al (2008) corroboraram com 0s
resultados acima, evidenciando a importancia do uso da sordidina na captura

de adultos de C. sordidus.

Budenberg et al (1993) avaliaram duas variedades de banana e
concluiram que machos e fémeas de C. sordidus respondem de forma similar a
pseudocaule e rizoma, ndo havendo diferencas nas respostas de EAG, entre
0s sexos. Os autores sugeriram que ndo ha diferencas, quantitativas e
qualitativas, para ambos os sexos, em relacdo a sensibilidade da sensila aos
volateis da planta hospedeira e que essa orientacdo provavelmente esta

relacionada com a procura de alimento e ndo, aos sitios de oviposicéo.
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Cerda et al (1997) verificou a influéncia da variedade gendémica e idade
de cinco cultivares de banana (M. balbisiana (BB) vs. M. acuminata (AA);
topocho (ABB), platano (AAB) y pineo (AAA)) na atratividade de C. sordidus
aos volateis originados de rizoma e pseudocaule, além de avaliar a preferéncia
do inseto as partes das plantas com ou sem frutos e com flor. Os autores
concluiram que a Unica tendéncia observada em todas as combinacgfes
testadas é que o aroma proveniente do rizoma de plantas adultas com fruto é

mais atraente.

Segundo Mendonga et al (1999), as fémeas de C. sordidus sdo atraidas
mais facilmente pelos volateis da bananeira, do que os machos do inseto,
sugerindo que a orientacao até o hospedeiro estd associada ao fator alimento,
assim como ao fator sitio de oviposicdo. Os autores observam que o rizoma
fermentado € mais perceptivel as fémeas e que estas tém mais chance de

chegar até ao alimento.

Avaliando a eficiéncia de armadilha com feroménio e iscas dos tipos
“telha” e *“queijo”, tratadas quimicamente (principio ativo malatiol), Santos
(2010) constatou que o composto feromonal foi superior as outras formas de
captura. O autor também observou que a emissdo natural do feroménio de
agregacdo nas iscas pode ter sido reduzida devido a morte dos insetos

capturados, tendo apenas a atuacdo do cairomonio na captura de C. sordidus.

Ndiege et al (1996), estudou cairoménios de cultivares de bananas
resistentes e suscetiveis, encontrando 21 compostos eletrofisiologicamente
ativos, dentre estes 1,8-cineol e limoneno. Pino; Febles (2013) detectaram um
total de 146 volateis, 11 destes foram considerados, pela primeira vez como

compostos provenientes de aroma de frutos de banana.

Dentre os cairomonios isolados de bananeiras de diferentes variedades,
o acetato de isoamila (IUPAC: 1-butanol, 3-methyl- acetate: N° de registro CAS
123-92-2) € o composto mais abundante em frutas de banana de diferentes
origens (SALMON et al, 1996; FACUNDO et al, 2012).

A maioria dos semioquimicos é instavel devido a sua estrutura quimica,

sendo necessaria na formulacdo destes, a presenca de elementos que
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protejam da degradacdo por luz ultravioleta e oxigénio. Por outro lado, a
formulagédo da mistura feromonal deve permitir uma liberagéo controlada dos
semioquimicos (HEUSKIN et al 2011).

Segundo Witzgall (2001), a maioria dos liberadores comerciais existente
no mercado libera o feroménio de forma passiva, dependendo da temperatura
do ambiente. O mais comum dos dispensadores é o tubo de polietileno
(Eppendorf safe-lock®). Uma das limitagdes do uso deste liberador inclui a
dificuldade de manter a ordem de liberac&o, ou seja a cinética constante (taxa
de liberacdo constante) durante um longo periodo de tempo sem que a
diminui¢cdo da concentracdo dos semioquimicos e a distancia da superficie de

contato interfiram na liberagdo da mistura feromonal.

2.6 Ecologia e marcadores moleculares

Os organismos geralmente sdo bem adaptados as condi¢cbes de seus
ambientes. A forma e a funcdo podem variar de acordo com a temperatura,
disponibilidade de agua, salinidade, oxigénio e outros fatores encontrados por
cada espécie. O local de alimentacdo do inseto podem diferir em relacdo ao
tempo e espaco. O sucesso reprodutivo do inseto aumenta & medida em que
os individuos se adaptem a esse ambiente (RICKLEFS, 2003).

A distribuicdo de uma populacdo € a sua abrangéncia geografica. A
presenca ou auséncia de habitats adequados frequentemente determina a
extensdo da distribuicdo de uma populacdo, embora outros fatores, como
competidores, organismos patogénicos e barreiras a dispersdo também tenham
influéncia (BEGON;MORTIMER, 1986; KREBS, 1989; WIENS et al., 1993). A
maioria das populacdes de um individuo esta dividida em subpopulacfes que
vivem dentro de manchas homogéneas de habitat adequado, separados de

outras subpopula¢des por areas de habitat desfavoravel (WIENS et al. 1993).

O indicador em Uultima instancia de uma populagdo é o numero de
individuos que ela contém. O tamanho total da populagdo segue dois

parametros, a densidade e a area. Devido as densidades das populacdes
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mudarem ao longo do tempo e do espac¢o, nenhuma populagdo tem estrutura
estatica (WIENSet al. 1993; MORSE; ROBINSON, 1999).

As diferengas nos fatores seletivos ou nas mudangas aleatériasnas
populacbes podem causar uma variacdo geografica na sequéncia de alelos
entre subpopulagdes, que encontram-se separadas por uma barreira natural,
como um rio ou uma cadeia de montanhas. Contudo, as populacdes nao tém
que ser subdivididas para que surjam diferencas genéticas nelas. Se a
diferenca nas pressfes seletivas entre duas localidades esta fortemente
relacionada com a taxa do fluxo génico entre elas, entdo a diferenca nas
frequéncias de alelos pode ser mantida por pressdo nhatural
diferencial(RICKLEFS, 2003). Em muitos casos, essas diferencas resultam de
respostas de desenvolvimento (COOK; MANI; VARLEY, 1987; MAYNARD
SMITH, 1989; GOULD, 1991; RICKLEFS, 2003).

A técnica de genética molecular apresenta-se como ferramenta para o
estudo da biologia, ecologia e genética populacional de insetos, em ambiente
natural e em condi¢bes de laboratério (HUNT, 1997; REINEKE et al., 1998;
QUEIROZ, 2005.

A geracdo de marcadores genéticos, como a técnica de RAPD - SCAR
(HERNANDEZet al., 2001; SANDHUet al., 2003)possibilita a diferenciacéo
entre dois ou mais individuos (GRATTAPAGLIA;FERREIRA, 1998; GARCIA,
2001; LEWONTIN, 2002).

Queiroz et al (2007) observou a importancia do uso de marcador
molecular RAPD-SCAR para avaliacdo de variabilidade genética existente
dentro e entre algumas das populacdes de insetos-praga de interesse agricola
como 0 bicudo-do-algodoeiro (Anthonomusgrandis), utilizando
oligonucleotideos da familia OPA.

A sensibilidade e precisdo dos marcadores SCAR permite o
desenvolvimento de ferramentas moleculares seguras para a identificacao de
biétipos de insetos-praga (QUEIROZ et al, 2007a).

A Bioinformatica € um subconjunto de um campo maior da Biologia
Computacional que fornece algoritmos, banco de dados, interfaces de usuario
e ferramentas estatisticas. Possibilita, também, a realizacdo de comparacao de

sequéncias de DNA, predicdo de genes, alinhamento mdultiplo, analise

20



filogenética, identificacdo de motivos, extracdo de padroes e perfis de
sequéncias, predicdo de estruturas protéicas e disponibiliza programas de
modelagem por homologia e de banco de dados na Internet (GIBAS;
JAMBECK, 2001).

O NCBI é de dominio publico e esta interligado com diversos bancos de
dados internacionais de sequéncias, como o EMBL e DDBJ e é responsavel
por organizar um banco de dados de sequéncias de DNA, o GenBank
(GALVAO, 2003)

Alguns programas, muitas vezes ligados aos bancos de dados, podem
fornecer informacdes sobre a sequéncia, efetuando analises bioldgicas in silico,
como pDRAW32 DNA Analysis (pDRAW32, 2014); DNAclub (CHEN, 2011);
Webcutter (HEIMAN, 1997); DNA for Windows (DIXON, 1999); MB DNA
Analysis (OLEG, 2007); SSRFinder (HILD, 2011); TRF — Tandem Repeat
Finder (BENSON, 1999).

Os programas de andlise eletrénica de DNA podem auxiliar na reducéo
de tempo e custos em um laboratério de Biologia Molecular, pois por meio de
simulacgbes, proporcionam a selecdo a priori de enzimas de restricdo que
poderiam nao clivar sequéncias de fragmentos de DNA a serem utilizadas na
digestdo real e proporcionar aos pesquisadores uma ferramenta eficiente e

precisa para estimar o polimorfismo genético.

2.7 Cromatografia Gasosa (CG) - Espectrometria de M assa (EM)

Segundo as recomendacgfes IUPAC-1993, em Nomenclatura para
Cromatografia, o termo “cromatografia” refere-se a um método fisico de
separacdo no qual os componentes a serem separados sao distribuidos em
duas fases, uma estaciondria e uma movel. A fase estacionaria pode ser um
sélido, um gel ou um liquido. A fase movel corresponde a um fluido que percola
através da fase estacionaria, em uma direcdo definida. O fluido pode ser um
liquido (cromatografia liquida) ou um gas (cromatografia gasosa) (ETTRE,
1993). Na figura 12 pode-se observar o mapa referente a organizacao primaria

da cromatografia segundo a IUPAC.
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Cromatografia gasosa (CG) é uma das mais importantes técnicas
analiticas. Seu desenvolvimento se deu rapidamente durante a década de 1960
produzindo mudancas na quimica analitica e em muitas &reas de pesquisa e
desenvolvimento. Subsequentemente, colunas abertas e capilares foram
produzidas aumentando consideravelmente a capacidade de separacdo do
CG.Assim amostras complexas como odores e residuos do ambiente podem
ser identificadas dentre centenas de compostos. Técnicas hibridas,
particularmente utilizando o espectrémetro de massa (EM) como detector, tém
expandido as analises de CG permitindo separar 0os compostos e prontamente
identifica-los (BRAITHWAITE; SMITH, 1996).

Muitas analises de rotina sdo realizadas rapidamente por esta técnica
devido a sua rapidez e sensibilidade em todos os campos de andlise. Por
exemplo, por meio do uso de apenas 0.1 centimetros cubicos de sangue, pode-
se determinar as porcentagens de oxigénio dissolvido, nitrogénio, dioxido de
carbono e monoxido de carbono. A cromatografia de gas é uatil também na
analise de contaminantes do ar, do alcool no sangue, de 6leos essenciais e
produtos alimenticios. Devido a sua simplicidade, sensibilidade e efetividade
para separar 0s componentes de misturas, a cromatografia de gas é uma das
ferramentas mais importantes na quimica (LINDE, 2014).

Segundo Braithwaite e Smith (1996) o método consiste na separacao de
moléculas (soluto) em uma amostra, que €é carreada por uma fase
movel,normalmente hidrogénio, hélio, nitrogénio ou argdnio, que atuardo como
gas de arraste. A interacdo ocorre entre o soluto e essa fase estacionaria. A
atracdo do soluto pela fase estacionaria resulta em um retardo na
movimentacgao atraves do sistema cromatogréafico. Diferentes componentes irdo
se mover a diferentes taxas devido a diferenca na afinidade entre as moléculas

e a fase estacionaria.

A taxa de migracdo sofre influéncia de alguns fatores como da
composicdo da fase movel; tipo e propriedade da fase estacionaria; das forgas
intermoleculares entre 0s componentes e as fases estacionaria e moével e da

temperatura.
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Segundo o Gold Book — Compendium de terminologia quimica da IUPAC
(IUPAC, 2014), em Nomenclatura para Cromatografia A espectrometria de
massa € um ramo da ciéncia que lida com todos os aspectos sobre os
compostos e os resultados obtidos com os instrumentos relacionados a essa
técnica. A espectrometria de massa € usada como um detector que gera dados
guantitativos e qualitativos de varias substancias eluidas e tem no espectro de

massa uma evidéncia da natureza quimica de varias espécies.

O espectro de massa é obtido convertendo componentes de uma
amostra em ions gasosos, separando-os de acordo com a relacdo massa/
carga destes compostos. A espectrometria de massa é, talvez, a técnica
analitica mais aplicada e é capaz de fornecer informacfes sobre a composi¢ao
guantitativa e qualitativa de analitos organicos e inorganicos em uma mistura
complexa; resolve a estrutura de uma variedade de espécies moleculares
complexas; mede a taxa isotOpica de atomos em amostras e pode elucidar

estrutura e composi¢ao de superficies solidas (SKOOG; LEARY, 1992).

Segundo Linde (2014), o espectrometro de massa € constituido de
quatro partes: um sistema de manipulacdo para introduzir a amostra
desconhecida no equipamento; uma fonte de ion, na qual € produzido um feixe
de particulas proveniente da amostra; um analisador que separa particulas de
acordo com a massa; um detector, no qual os ions separados séo recolhidos e

caracterizados.
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3 Material e Métodos

O presente trabalho foi realizado por meio de parceria institucional entre
a Universidade Federal de Alagoas, a Interacta Quimica LTDA e a Fazenda
Bonsucesso, Coop de Colonizagdo Agro Pecuéria Indl Pindorama Ltda Geral.

Foram realizadas as seguintes etapas nos respectivo s locais:
A) Obtencéo dos insetos adultos de C. sordidus.

B) Analise da diversidade genética de C. sordidus por RAPD-SCAR foi
realizada no Campus de Arapiraca da Universidade Federal de Alagoas.

C) Prospeccdo de compostos organicos volateis do ambiente do
agroecossistema do bananal e de partes da planta de bananeira por
Cromatografia gasosa e Espectrometria de massa, foi realizado no Instituto de
Quimica e Biotecnologia da Universidade Federal de Alagoas — 1QB - Campus
A. C. Sim0es.

D) Teste de campo de diferentes concentragbes de sordidina e 06leo
mineral,realizado na Fazenda Bonsucesso, Coop. de Colonizacdo Agro

Pecuaria Indl Pindorama Ltda Geral, no municipio de Coruripe/ AL

D)O feromdnio de C. sordidus foi sintetizado na Interacta Quimica LTDA,

na Universidade Federal de Alagoas — Campus A. C. Simdes.

Os insetos adultos de C. sordidus coletados foram mantidos em caixas
plasticas aeradas, de tamanho 20x10x10cm de comprimento, largura e altura.
sobo regime de luz: escotofase de 12: 12, umidade relativa de 80% e
temperatura de 28<C.Cada caixa continha 20 cm do palmito do pseudocaule
cortado em dois pedacos iguais, e efetuada uma fenda para a melhor

acomodacéo dos insetos. O alimento era trocado a cada dois dias.

Para as analises de compostos organicos volateis do ambiente do
agroecossistema do bananal e de partes da planta de bananeira foi utilizada a
técnica de cromatografia gasosa e cromatografia gasosa acoplada a

espectrometria de massas, com as seguintes especificacdes dos aparelhos:



1. Cromatografo a gas Shimadzu, equipado com uma coluna DB-5, com
60 m de comprimento, 0,25 ym de espessura e 0,25 mm de diametro interno. O
gas de arraste utilizado foi hélio (He), com taxa de fluxo de 1 mL/min e presséo
de 45 kPa. A programacao em relacdo a temperatura consistiu de aguecimento
inicial de 30 °C durante quatro minutos, elevacdo da temperatura até atingir
200 °C durante sete minutos,com velocidade de 8 °C/min durante 12 minutos.
Omodo de controle de inje¢&o utilizado foi o Splitless.

2. Espectrémetro de massas da Shimadzu, modelo GCMS-QP2010 Plus,
acoplado ao cromatégrafo gasoso. Foram obtidos os espectros de massas
referentes aos processos por impacto eletronico a 70 eV, com temperatura de
250C da fonte ions e 270 da interface. As amostr as foram solubilizadas em

hexano e injetadas. Foi utilizado aparelho do LPgRN-1QB-UFAL.

3.1 Estudos realizados

3.1.1 Diversidade genética por RAPD e desenvolvimen to de marcadores
SCAR para Cosmopolites sordidus coletados em trés regides produtoras

de banana do estado de Alagoas

Os insetos foram coletados com o emprego de iscas de pseudocaule
dos tipos telha e queijo, e catacdo em plantas cortadas de bananeira, da
variedade prata, nos municipios de Coruripe, Sdo Jose da Laje e Santana do
Mundau (Tabela 1).

Tabela 1. Locais de coleta de Cosmopolites sordidus.

CORURIPE
Local S 10°14'00,0"
B2B3V1 N W 36°19'51,8"
(ponto 01) Elevacao 54m
Distancia (Macei6-Coruripe) 71,05Km
Azimute SE
Local S 10°14'04,9"
B1V3 W 36°19'58,4"
(ponto 02) Elevacao 55m
Distancia (Macei6-Coruripe) 71,02Km
Azimute SE
B1v4 Local \?\/130632%4593"
(ponto 03) Elevacao 58m
Distancia (Macei6-Coruripe) 71,02Km
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Azimute SE

Local S 10°14'06,9"
B1V5 W 36%20'02,7"
(ponto 04) Elevacao 56m
Distancia (Macei6-Coruripe) 71,00Km
Azimute SE
Local S 10°14'07,0"
B1V6 W 36'20'02,8"
(ponto 05) Elevacao 60m
Distancia (Macei6-Coruripe) 71Km
Azimute SE
SAO JOSE DA LAJE
Local S 901'15,3”
W 3603'36,9”
SJL1 Elevacao 259m
Distancia (Macei6-Séo José da Laje)  94,7Km
Azimute SE
901'15,7"
Local 36903'36,6"
SJL2 Elevacao 265m
Distancia (Macei6-Séo José da Laje)  95Km
Azimute SE
Local S 901'15,8”
W 36903'36,9”
SJL3 Elevacao 277m
Distancia (Macei6-Séo José da Laje)  95Km
Azimute SE
Local S 901'6,2"”
W 3603'36,5”
SJL4 Elevacao 282m
Distancia (Macei6-Séo José da Laje)  95,5Km
Azimute SE
S 9901'15,9”
Local W3603'37,4”
SJL5 Elevacao 274m
Distancia (Maceio-Sao José da Laje)  95Km
Azimute SE
SANTANA DO MUNDAU
Local S 9710'27,2”
W 36°13'47,6”
SM-01 Elevacao 227m
Distancia (Maceio-Santa do Mundaud)  93,4Km
Azimute SE
Local S 9710'27,3”
W 36°13'47,5”
SM-02 Elevacao 235m
Distancia (Macei6-Coruripe) 94Km
Azimute SE

Os insetos foram levados ao Laboratorio de Genética Molecular, na
Universidade Federal de Alagoas — Campus Arapiraca e mantidos em
congelador sob temperatura de -83T para posterior extracdo de DNA e demais
analises moleculares. A identificacdo foi efetuada segundo Costa Lima (1956).

Foi extraido DNA gendmico, através do protocolo de extracdo de
Graham et al (1994), de 30 insetos provenientes das coletas efetuadas nos
municipios de Coruripe, Sdo José da Laje e Santana do Mundau.O protocolo
para extracdo de DNA foi adaptado utilizando o nitrogénio liquido para
maceracao do inseto no lugar do CTAB pré-aquecido. A quantificacao foi feita

em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio (10mg/uL). Os géis foram
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visualizados em luz ultravioleta e fotodocumentados em sistema digital. Foram
selecionados 20 individuos para efetuar o teste de genética de populagées.

Foram utilizados 10 primers de RAPD: OPA — 01 (5" — CAG GCC CTTC
- 3); OPA-02 (5-TGC CGAGCT G- 3); OPA-03 (5 —AGT CAG CCAC -
3"); OPA — 04 (5’ — AAT CGG GCT G - 3’); OPA - 07 (5" — GAA ACG GGT G -
3); OPA-08 (5 — GTG ACG TAG G - 3'); OPA-09 (5 - GGG TAA CGC C -
3); OPA-10 (5 — GTG ATC GCA G - 3'); OPA - 16 (5 — AGC CAG CGA A -
3)e OPA-18 (5"-~AGG TGACCGT - 3).

As reacdes foram preparadas para um volume de 25 L, contendo: 50
ng de DNA gendmico; 1x Tampao da enzima; 2 mM de MgCl,; 0,2 mM de
dNTPs; 0,5U de Tag-Polimerase e 0,2 uM de primer. As amplificacdes foram
realizadas em termociclador modelo: PTC-100, MJ Research, Inc.. A
programacao consistiu em quatro passos: o0 passo 1 continha dois ciclos
programados para uma desnaturacdo a 94°C por um minuto, com anelamento
a 35°C por 30 segundos e anelamento a 72°C por um minuto; o passo 2
continha 40 ciclos programados para uma desnaturagcdo a 94°C por 15
segundos, anelamento a 35°C por 30 segundos e extensdo a 72°C por um
minuto; o passo 3 consistiu em um anelamento adicional a 72 °C por 7 minutos
e no passo 4, a temperatura foi baixada a 4°C até a retirada das reacfes do
termociclador.

O polimorfismo obtido por meio da técnica de RAPD foi tabulado
conforme a presenca (1) ou auséncia (0) de bandas.

O procedimento para obtencdo de marcador SCAR foi efetuado segundo
Melottoet al. (1996).

A selecdo de marcadores SCAR iniciou-se com a coleta das bandas.Foi
pesado um microtubo (Eppendorfsafe-lock®1,5mL) por banda extraida, num
total de 7 bandas candidatas. O banho Maria foi previamente aquecido,
utilizado o kit de extracdo QIAquickOGel Extraction Kit (50) - QIAGEN (Cat.
N0.28704), centrifuga para microtubos, bisturi e transluminador.

Gel de agarose contendo as bandas de interesse foi colocado sob luz
ultravioleta, em transluminador, e cortadas com bisturi, tendo o cuidado para
nao fragmentar outras bandas que estejam perto. As bandas tiveram suas
arestas aparadas quando necessario.
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As bandas foram colocadas nos microtubos e pesados para estimar o
peso do gel. O peso do fragmento € importante para dar sequéncia ao
protocolo.

Foram utilizados 10 primers para gerar os padrées de bandas: OPA — 01
(5 — CAG GCC CTTC - 3'); OPA-03 (5 —AGT CAG CCAC-3"); OPA-07
(5-GAAACGGGTG-3);0OPA-08 (5-~GTGACG TAG G -3"); OPA-09
(5’- GGG TAACGCC-3);0PA-16 (5"—AGC CAGCGAA-3"),; OPA-18
(5 - AGG TGACCG T-3)e OPA - 20 (5 — GTT GCG ATC C - 3)).
Posteriormente, as bandas foram eluidas para sequenciar e construir 0s

primers para a validacdo do marcador SCAR.

Adicionou-se seis volumes do tampao GQ para um volume do gel (100
mg ~100 uL), devido a concentracao de 2% de agarose, incubado a 50C por
10 minutos até dissolver por completo o fragmento de gel, foi agitado em vortex
para auxiliar na dissolucéo.

Apbs o gel ter sido totalmente dissolvido, a reacdo tornou-se amarela.
Foi adicionado um volume de isopropanol. A solucéo foi transferida para um
tubo de coleta, de 2 mL, contendo uma coluna de separacéo e centrifugada por
um minuto, descartado a solucdo e a coluna recolocada no tubo de coleta.
Adicionou-se 0,5mL do tampao QG para a coluna e centrifugada por um minuto
a 13000 rpm. O tampéo foi descartado e a coluna novamente centrifugada por
um minuto a 13000 rpm. A coluna foi colocada em um microtubo de 1,5mL e o
DNA foi eluido na presenca de 50 ul de tampéo EB, centrifugado e adicionado
mais 30 ul de tampéo EB.

As bandas recuperadas foram enviadas para a
Macrogen(http://www.macrogen.com/eng/macrogen/macrogen_main.jsp), na
Coréia do Sul para serem sequenciadas.Ap0s 0 sequenciamento, foram
construidos os primers utilizando o programa Primer3 (UNTERGRASSER et
al., 2012).
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3.1.2 Prospeccdo de Compostos organicos volateis do ambiente do
agroecossistema do bananal e de partes da planta de bananeira variedade
pratapara manejo de C. sordidus

O presente estudo foi realizado no periodo de 17/04 a 16/05/2014 em
area de plantio comercial de banana (Variedade prata) no municipio de
Coruripe, Fazenda Bonsucesso participante da Cooperativa de Colonizagéo
Agro Pecuaria Indl Pindorama Ltda Geral (Latitude= S 10°3'52,6"; Longitude=
WO 36°19'09, 0" e Altitude de 63m). A regido é localizada na Zona-da-mata
alagoana com clima do tipo Aw (clima tropical com estacdo seca de inverno)
conforme classificacdo de Koppen-Geiger (PEEL et al, 2007).

A temperatura média da regido, segundo o INMET (Estagdo automatica
de Coruripe), foi 27,67C e umidade relativa de 91,11% (Anexos 1 a 14).

A extracao dos volateis foi efetuada através com auxilio de equipamento
portatil de aeracdo em campo, contendo duas bombas de ar e trés fluxdmetros.

Coletaram-se volateis da atmosfera, pseudocaule e rizoma por meio de
colunas de porapak N suspensas a uma altura de aproximadamente 50 cm do
solo, presas ao pseudocaule e presas a um recipiente plastico contendo o
rizoma respectivamente. As colunas confeccionadas com pipeta de Pasteur, &
de vidro e o adsorvente de Porapak N 50-80 Mesh (referéncia 23043), marca
SUPELCO, foram ativadas no LPgRN/ Ufal durante 2 horas a 130C em forno
para ativacao de colunas.

Em cada repeticdo do tratamento procedeu-se aeracédo acoplando-se na
entrada do sistema uma coluna de carvao ativado a 180T por duas horas par a
pré-filtrar o ar, a um fluxo de 1L/min. O ar é entdo for¢cado pela primeira bomba
de ar a entrar nas pipetas de Pasteur (colunas) com o adsorvente Porapak N e
ligado a segunda bomba, esta funcionando com vacuo (0,6L/Min). A aeracéo
foi efetuada por 2 horas.A fim de realizar as analises de cromatografia gasosa
e espectrometria de massas as amostras retiradas durante a coleta nos
adsorventes foram recuperadas utilizando-se 1mL de hexano bidestilado.

O extrato obtido foi acondicionado em vials de 1mL devidamente
identificados e armazenado sob temperatura de -20C.

Antes das analises em CG-EM, os extratos foram retirados do freezer e
mantidos a temperatura ambiente por cinco minutos, segundo Moreira (2005).
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Os compostos detectados em CG-EM, a partir dos extratos, foram
analisados e comparados com as bibliotecas internasNIST08, WILLEY229 e
NISTO8s, utilizando-se o indice de similaridade. Com base na analise
supracitada e analise dos espectros de massa de cada composto, juntamente
com os dados do tempo de retencdo e indice de Kovats, foram determinadas
as moléculas mais provaveis. Para verificacdo de registro sobre a atividade
biolégica dessas moléculas,foi utilizado o indice de Kovats para confrontar com

0 banco de dados Pherobase.

3.1.3 Estudo da eficiéncia de diferentes concentrag  des de sordidina e de

posicdo da armadilha em campo para manejo de  C. sordidus.

O presente estudo foi realizado no periodo de 17/04 a 16/05/2014 em
area de plantio comercial de banana do grupo AAB (Variedade prata) no
municipio de Coruripe, Fazenda Bonsucesso. A regido é localizada na Zona-
da-mata alagoana.

O delineamento experimental foi em blocos ao acaso com 4 repeticdes,
sendo cada uma destas um talhdo distando em 1000 metros. O arranjo
experimental foi em esquema fatorial do tipo 2x4, sendo duas posi¢oes (Borda
e Centro do talh&o) e trés doses de sordidina (10, 20 e 30mg). O feromonio foi
formulado na empresa Interacta Quimica LTDA. Para tal foram utilizados
frascos plasticos Eppendorf safe-lock® de 1,5 ml de capacidade. As armadilhas,
utilizadas foram confeccionadas a partir de garrafas de Polietileno Tereftalato
(PET) de 2L nas quais se instalaram as iscas de feromo6nio, de acordo com
Sobrinho et al (2008) e adaptacdo de RADA (2009) (Figura 16 e 17).

Na tampa de cada eppendorf realizou-se trés furos de 1mm. As parcelas
(armadilha) foram dispostas nos blocos a distancia de 30m entre elas, sendo
cada armadilha completa (iscatarmadilha) enterrada até 2/3 de sua altura
mantendo como padrdo a altura da isca em 10 cm em relagéo nivel do solo.

Parametros avaliados

Avaliou-se a eficiéncia de captura dos tratamentos com base na
contagem direta do numero de C. sordidus por armadilha em cada data em

treze coletas.
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Figura 16. Desenho esquemaético da armadilha do tipo PET usada no experimento para

captura de insetos adultos de C. sordidus.
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Figura 17. Armadilha tipo PET, utilizada para captura de adultos de Cosmopolites
sordidus, posicionada ao nivel do solo.

A

3.1.4 Eficiéncia e calibracdo da relagéo entre volu mes de Sordidina e Oleo
mineral para o manejo de C. sordidus.

Os dados climaticos de temperatura, umidade relativa em cada data de
coleta dentro de cada talhdo que contem o0s blocos experimentais estao
apresentadas a seguir na tabela 2.

Tabela 2. Temperatura e umidade relativa nos talhdes experimentais as 8:00 em cada dia de

coleta, Fazenda Bonsucesso, Coop de Colonizacdo AgroPecuarialndlPindorama Ltda Geral,
Coruripe, Alagoas (17/08 a 16/09/2014)

Temperatura (°C) Umidade Relativa (%)

Dias e Talhdo

1* 2** 1* 2**
04 26 26,8 77 73
07 25,9 26,8 58 55
11 27,6 26,5 71 63
14 27 28 60 61
18 27 28,3 58 55
21 25 24,3 72 71
25 24,4 25 94 92
28 26,7 27,1 68 62
32 28,7 30 51 50

Talhdo 1*=Blocos de 1 a 4; Talhdo 2**= Blocos de 5 a 8; Fonte: Dados coletados pelo autor por meio de
termohigrometro digital portatil, dados coletados as 8:00 da manha
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O delineamento experimental foi em blocos completos ao acaso com oito
repeticbes sob esquema fatorial do tipo 9x 4x 4. Sendo 0s seguintes
tratamentos, respectivamente: nove coletas (4, 7, 11, 14, 18, 21, 25, 28 e 32
dias ap0s a instalacdo das armadilhas), quatro volumes de 6leo mineral (100,
200 e 300puL) e uma repeticdo com OuL de Oleo; e trés doses de sordidina (30,
60 e 90mg) e uma repeticio com Omg de sordidina, totalizando 144
tratamentos. Em cada isca foi adicionado o cairoménio acetato de isoamila
(700pL).

Os tratamentos de iscas foram formulados na empresa Interacta
Quimica LTDA e acondicionados frascos plasticos “Ependorff” de 1,5 ml de
capacidade.

As armadilhas, utilizadas foram confeccionadas a partir de garrafas de
Polietileno Tereftalato (PET) de 2L nas quais se instalaram as iscas de
feromonio, de acordo com Sobrinho et al (2009) e adaptacédo de RADA (2009)
(Figuras 15 e 16).

Na tampa de cada isca realizou-se trés furos de 1mm. As parcelas
(armadilha) foram dispostas nos blocos a distancia de 11,2m entre elas e 32m
entre blocos, sendo cada armadilha completa (isca+armadilha) enterrada até
2/3 de sua altura mantendo como padrdo a altura da isca em 100mm em
relacéo nivel do solo (Figura 16).

Foram anotadas as coordenadas geograficas de cada area, com o
auxilio do aparelho GPS Garminetrex Venture e os dados de temperatura e
umidade em cada area de coleta, utilizando-se um termohigrometro Maruyse
modelo KT-908.

Parametro avaliado:

Realizou-se a avaliagdo da flutuacdo populacional de insetos adultos
deC. sordidus, a eficiéncia de captura entre e dentro dos tratamentos
determinado a quantidade de 6leo mineral e de sordidina para maxima captura
com base na contagem direta do niumero de C. sordidus por armadilha em

cada data.
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3.2 Procedimentos analitico dos dados

Para o estudo de diversidade genética utilizou-se a analise dos
coeficientes de diferenciacdo média entre os grupos (Gst), conforme Nei
(1978), por meio do programa POPGEN32 (Yeh et al. 1999). Utilizando-se o
mesmo programa, obteve-se a diversidade dentro de cada grupo (h).Para a
definicdo da altura de corte da sequéncia de DNAe separac¢do dos grupos no
dendrograma, adotou-se a metodologia de Mojena (1977) com k= 1,25, como
sugeridopor Milligan; Cooper (1985). Para os procedimentos de mineracéo de
dados (Data Mining), foi utilizada a base de dados de sequéncias de DNA e
Proteinas NCBI (National Center for Biotechnology Information) e os programas
pDRAM32, DNACIub, Webcutter 2.0, DNA for Windows, MB DNA Analysis,
SSR Finder, Tandem RepeatsFinder e ClustalWw?2 .

Quanto aos experimentos de campo os dados foram submetidos aos
testes de normalidade de Lilliefors, homogeneidade de variancias de
Chocran&Bartlet. Para as contagens procedeu-se a transformagdo dos
mesmos em V(x+0,5).Ap6s esta etapa realizou-se analises de variancias. Para
os a fontes de variagdo de carater qualitativo procedeu-se o teste de
Agrupamento de Scott-Knott ao passo que os de carater quantitativo foram
aplicados a anadlise de regressdo. Para os modelos significativos procederam-
se modelagem e teste das equacdes no intervalo experimental. Para os
parametros que apresentaram respostas de segundo, terceiro e quarto grau
realizou-se a estimativa dos pontos de inflexdo destes e de seu respectivo valor
de Y. As equacdes foram verificadas por meio de célculo diferencial e
substituicdo dos respectivos valores estimados para “X”. Os parametros que
apresentaram respostas lineares adotaram-se o critério de 100% do tratamento
quantitativo para maxima resposta (Fernandes et al., 2000). Todas as analises
foram realizadas ao nivel de 5 % de probabilidade. Foi utilizado o software
intitulado Sistema de Analise Estatistica e Genética, “SAEG” V.5.1 UFV-1995;
Mathematics modeling and simulation system (Maple™ V.11) MAPLESOFT /

Waterloo Maple Inc. — 2007 e o pacote estatistico do Excel (Microsoft Inc.).
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4 Resultados e Discussao

4.1 Diversidade genética por RAPD e desenvolvimento de marcadores
SCAR para Cosmopolites sordidus coletados em trés regides produtoras
de banana do estado de Alagoas

Um total de 18.480 bandas foi amplificado para populacdes de C.
sordidus.

Os primers da familia OPA propiciaram a obtencdo de bandas
polimorficas Alguns dos diferentes perfis eletroforéticos para C. sordidus
obtidos com diferentes primers de RAPD podem ser observados na Figura 18.

Figura 18. Perfis eletroforéticos de C. sordidus amplificados com o primer de RAPD OPA-09.
Circulos vermelhos= bandas candidatas para o desenvolvimento de marcadores SCAR.
Marcador 1Kb DNA ladder (M).
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Todos os primers selecionados produziram diferentes padroes de
fragmentos RAPD. O numero de bandas geradas por primer variou
respectivamente de nove a 20 para o primer OPA-03 a 20 para o primer OPA-
02, todas com 200 e 700bp.

Com o emprego do primer OPA-01 observou-se quatro bandas
polimorficas com aproximadamente 260, 280 300 e 320bp e 13 bandas
monomarficas entre 200 e 700bp, entre todos os individuos provenientes de
Coruripe.

Entre os individuos de Santana de Mundau, também foram observadas
quatro bandas polimérficas com aproximadamente 260, 300, 380 e 420bp
assim como os de Coruripe, mas foram observadas 10 bandas monomorficas.
Foram observadas cinco mandas monomorficas entre os individuos

proveniente de Sao José da Laje.

O primer OPA-02 gerou um total de 20 bandas entre as quatro
populacdes, sendo quatro delas polimorficas. Com a amplificacdo gerada com
o auxilio do primer OPA-03 foram observadas cinco bandas monomoérficas com
peso molecular entre 300 e 1000bp e trés bandas polimorficas. Foram
encontradas 16 bandas monomoérficas entre 300 e 1000bp amplificadas com o
primer OPA-04 e 2 bandas candidatas para o desenvolvimento de marcador.
Para o primer OPA-07 foram observadas 12 bandas monomorficas e 3 bandas
candidatas para o desenvolvimento de marcador. Ao primer OPA-08 foram
encontradas 11 bandas monomorficas e quatro bandas candidatas para o
desenvolvimento de marcador, dois padrbes de bandas foram observados em
todos os individuos dos quatro municipios, também visualizado com o uso do
primer OPA-09, foram observadas quatro bandas candidatas para o

desenvolvimento de marcador.

Os primers OPA10, OPAl16 e OPA18 ndo amplificaram bandas
polimérficas, logo o mesmo padrdo de RAPD foi obtido para todos os
individuos de todas as localidades.

A diversidade genética observada entre todos os individuos foi 0.18,

evidenciando uma baixa variabilidade génica (Tabela 3). Futuyama (2002)
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descreve que uma taxa de fluxo génico proxima a 0,5 ja se considera que a
variabilidade €é muito alta. Vilarinho (2007) encontrou um indice de
diferenciacdo genética de 0,258 para o coledptero Anthonomus grandis,
demonstrando uma baixa variabilidade e evidenciando a importancia de

marcadores genéticos na avaliacdo da diversidade de insetos.

Tabela 3. Diversidade genética em trés populacées do C. sordidus em plantios
comerciais de banana em trés municipios de Alagoas

Populagdes Tamanho na ne h Loci polimorficos (%)
Coruripe 19 1,39 1,30 0,16 39,13

S. J. da Lage 19 1,47 1,34 0,20 47,83
Santana do Mundad 20 134 125 0,14 34,78

Total 58 1,56 1,31 0,18

na - numero de alelos observados; ne - numero de alelos efetivos (Kimura e Crow, 1964); h — diversidade
genética de Nei, 1973

Os coeficientes de similaridade obtidos variaram de 0,0363 a 0,0936,
sendo o menor valor observado entre os individuos provenientes dos
municipios de Coruripe e Santana do Mundau. O maior valor para os individuos
provenientes dos municipios de Santana do Mundalu e Sao José da Laje. As
populacdes apresentaram média de similaridade igual a 39,13% para Coruripe,
47,83% para Sao José da Laje e 34,78% para Santana do Mundau. Os altos
valores de similaridade genética, obtidos dentro das populacdes e entre as
populacdes, denotam que existe baixa variabilidade genética para C. sordidus.
Ochieng (2001) encontrou uma diversidade alta (Gst= 0,213) entre insetos
adultos de C. sordidus em 15 paises tropicais produtores de banana. O niamero

de imigrantes est4 demonstrado na tabela 4.

Tabela 4. Matriz da distancia genética de Nei (Gst—acima na diagonal) e numero de
imigrantes por geracao (Nm — abaixo na diagonal)

Coruripe S. J.da Lage Santana do Mundal
Coruripe - 0,0681 0,0363
Sao Jose da Lage 6,85 - 0,0936
Santana do Mundal 13,27 4,84 -

A distancia entre os municipios de Coruripe e Santana do Mundau seja
maior do que Santana do Mundau e Sao José da Laje, as duas primeiras

apresentam plantios comerciais mais estruturados, 0 que pode sugerir que
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possa ter ocorrido troca de material de propagacdo. Embora os insetos
apresentem asas funcionais, ndo ha comprovacao da disperséo através do v6o
(GOLD et al., 2001).Gricio et al (2011) afirmam que a dispersao entre o0s
campos distantes € causada pelo transporte de material vegetal infestados por
ovos e larvas de C. sordidus. Segundo Da Guia (2007) e Adeal (2014), a
fiscalizacdo no estado de Alagoas € para o transito interestadual de produtos e
subprodutos de origem animal e vegetal, ndo havendo registro sobre o
comeércio e transporte de mudas de um municipio ao outro.

A regido do entorno de Unido dos Palmares, na década de 1970 foi a
maior produtora de banana de Alagoas (IBGE, 1970; NUNES, 2013; IBGE,
2014), o que pode supor que houve disseminacdo de mudas infestadas porC.
sordidus.

Santana do Mundau faz parte, atualmente, do APL Fruticultura no Vale
do Mundau, juntamente com Sao José da Laje (CORREIA, 2014).

Em 2010, a producao de banana (cacho) em Coruripe, segundo o IBGE
(2014a), foi de 338 toneladas, Santana do Mundau com 2762 toneladas e S&o
José da Laje com 1172 toneladas.

No ano de 2011, a producédo de Coruripe teve uma leve diminuigdo para
312 toneladas e Santana do Mundau e Sao José da Laje para 2430 e 1164
toneladas, respectivamente (IBGE, 2014a). No mesmo ano, foi iniciado o
programa de distribuicdo de mudas (BARROS, 2011)

A producéo de banana nos municipios de Coruripe, Santana do Mundau
e Sao José da Laje, em 2012, foi de 338, 1302 e 1326 toneladas,
respectivamente. Nesse mesmo ano, a producdo no municipio de Santana do
Mundau sofreu também com uma alta incidéncia de bactéria e nematoide
(ASCOM SEAGRI, 2012).

Cordeiro (2000) e Clifford et al (2001) sugere que o0 uso de mudas
provenientes de cultura de tecidos possa evitar a dispersdo do C. sordidus,
embora adultos dos insetos possa infestar a propriedade vindas de plantacdes
proximas. A dispersdo do inseto se da por meio do uso de mudas infestadas
pela praga contendo ovos e larvas em desenvolvimento (CORDEIRO, 2000;
GRICIO et al., 2011; NOMURA et al., 2011; FANCELLI; ALVES, 2014).

Segundo Miranda (2005), a regido norte do Estado apresenta elevacéo

no relevo, onde evidencia a regido de planalto. Sdo José da Laje e Santana do
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Mundal encontram-se nessa regidao. Coruripe encontra ao sul do estado, onde
o relevo predominante é a planicie. Embora os municipios sejam de regides
com relevos distintos, aparentemente a variabilidade genética ndo tenha sofrido
influéncia desse fator.

Os valores de similaridade genética foram usados na constru¢do de um
dendrograma pelo método UPGMA (Figura 19). De acordo com este
agrupamento Coruripe e Santana do Mundau formaram um grupo com
similaridade genética maior do que o formado por este grupo e Séo José da
Laje. Vilarinho et al. (2007) avaliaram e evidenciaram 0 uso de marcadores
RAPD para o entendimento do grau de variabilidade genética dentro de uma
populacdo de bicudo do algodoeiro Anthonomus grandis Boheman 1843

(Coleoptera: Curculionidae).

Figura 19. Dendrograma gerado a partir dos dados de dissimilaridade genética
obtidos de RAPD de individuos de C. sordidus provenientes de trés municipios
do Estado de Alagoas (Cocuripe, Santana do Mundau e Sao José da Laje).
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O dendrograma também revela que as populacdes de Santana do
Mundau e Coruripe, apresentaram maior proximidade genética entre si do que
com a populagdo de Sdo José da Laje. Fato importante a ser ressaltado é a
maior distancia geografica entre Santana do Mundau e Coruripe em detrimento
dos demais locais.

Tal fato possivelmente se deva ao fluxo de material propagativo da
cultura da banana entre estas regides e a auséncia de programas de protecéo
e desenvolvimento fitotécnico e fitossanitario da cultura da Banana, até o

momento.
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A técnica e o desenvolvimento de marcadores a partir dos padrées
RAPD gerados, conforme os resultados obtidos no presente estudo mostram-
se como ferramenta para o monitoramento do fluxo desta espécie entre as
areas estratégicas, de producdo da banana, como os APLs no estado de
Alagoas. Portanto, auxiliando os 6rgéos de fiscalizacdo no monitoramento e
manejo do inseto.

No estudo de marcadores SCAR amplificou-se 16 bandas no total. Os
primers OPA 16 e OPA 18 nao amplificaram fragmento de DNA. Em relacéo
aos primers OPA-01 e OPA-03, foram eluidas duas bandas de cada primer.

Foi eluido um total de seis bandas candidatas a marcadores SCAR
(Figura 20).

Figura 20 A= Gel de agarose a 1% corado com brometo de etidio (10mg/uL), visualizados
em luz ultravioleta e fotodocumentados em sistema digital. Poco 1 e 10 (50 bp DNA
ladder); poco 2 (OPA-01); pogco 3 (OPAO03); poco 4 (OPAQ7); poco 5 (OPA08); poco 6
(OPAQ9); poco 7 (OPA16); poco 8 (OPA18); pogco 9 (OPA20) seta= bandas candidatas a
marcadores SCAR. B= Gel de agarose a 1% corado com brometo de etidio (10mg/uL),
visualizados em luz ultravioleta e fotodocumentados em sistema digital mostrando os
espacos relativos a retirada das bandas candidatas a marcadores SCAR. Poco 1 e 10 (50
bp DNA ladder); poco 2 (OPA-01); poco 3 (OPAO03); poco 4 (OPAQ7); poco 5 (OPADS);
poco 6 (OPAQ9); poco 7 (OPAL6); poco 8 (OPA18); poco 9 (OPA20).

As bandas eluidas foram classificadas como OPA-01-1, OPA-01-2, OPA-
03-1, OPA-03-4, OPA-07-1, OPA-09-1, OPA-09-2 e OPA20-1 e sequenciadas e
apresentaram 590, 794, 839, 863, 798, 907, 813 e 988 bp, respectivamente. Os
primers construidos utilizando-se o programa Primer3 encontram-se na Tabela

5 e foram utilizados para validar os marcadores.
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Tabela 5. Primers construidos a partir do programa Primer3 (UNTERGRASSER et al,,
2012).
. Fragment
Primers Foward Reverse ™m* agmento
esperado (bp)
OPAO1-1 CAAGCATGATCACCTTGTTGTT CTAGCCTATGGGCAGAATGG 60 182
OPAO1-2 ATCCGCACCGATTAAAACTG CCTTTTTACCGGTCAGTGGA 60 159
OPA03-1 TCAAAGCGGTAAGCCTCTGT CGTCCAATAAGCCTCCTGTC 60 249
OPA03-4 CCTCCCTCTGAGTCATCTCG CCTGGACCACCTACGAAAAA 60 184
OPA07-1 TAGCCGGTCTCAGCTTGTTT GTATGAGCGTTGTCCGGAAT 60 196
OPA09-1 GTTAAAACCCGCATCCAAAA GTGAAACTCCGGTGTGGACT 60 235
OPA09-2 GTCCACCTCTTGCGTATGGT CGGCAGCACCAGGTAATAAT 60 172
OPA20-1 CAGGCTTATCCCGAATTCAA GATTGCCCGTTAGCGATTTA 60 171

*Tm = temperatura de anelamento do primer

Dos oito primers testados, apenas o OPA-03-1, OPA-09-1 e OPA20-1
amplificaram trés bandas no total, podendo ser utilizados como marcadores

moleculares para o C. sordidus (Figura 10).

O resultado dos fragmentos seqiienciados pela Macrogen encontram-se nos

anexos 15a0 22.

Figura 21. Gel de agarose a 1% corado com brometo de etidio (10mg/uL),
visualizados em luz ultravioleta e fotodocumentados em sistema digital. Poco 1 e
10 (50 bp DNA ladder); poco 2 (OPA-01); poco 3 (OPA03); poco 4 (OPAQ7);
poco 5 (OPAO08); poco 6 (OPAQ09); poco 7 (OPAL6); poco 8 (OPA18); poco 9
(OPA20) seta= fragmentos amplificados.

Carvalho et al (2003) citaram a importancia do uso de marcadores que

apresentam-se como variacdes dos marcadores RAPD, este sendo utilizado

principalmente no inicio das etapas de diferenciacdo, em que sendo constatado
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polimorfismo, os produtos sdo clonados e sequenciados, e convertidos em

primers mais longos e especificos.

Estudando o inseto Bemisia tabaci, Queiroz et al (2007) identificaram
duas bandas de DNA presente em individuos susceptiveis, evidenciando o uso
desse tipo de marcador na determinacdo do espectro de predadores e,

possibilitando o seu uso em postos de fiscalizacdo para detectar pragas.

He et al (2007) identificou a utilidade do marcador SCAR para diferenciar
cinco espécies de moscas necrofagas.

A bioinformatica pode ser aplicada na resolucdo de questdes bioldgicas
(NADAL, 2011). As ferramentas de bioinforméatica sé&o importantes para
organizar e disponibilizar os dados que facilite a interpretacéo e facilitando as
tomadas de decisdo (FORMIGHIERI, 2010).

O uso da ferramenta de busca local BLAST, na base de dados do NCBI
foi evidenciado por Mambuscay et al (2013), onde obteve 38 sequéncias
alinhadas com o banco de dados auxiliando na identificacdo de leveduras
nativas. Esta ferramenta também foi utilizada por Granados (2013) para buscar
sequéncias com alto nivel de homologia para proteinas redundantes na analise

do gene semissintético CryAc.

Utilizando a base de dados do NCBI, em relacdo ao C. sordidus,
foramencontradas 12 entradas relacionadas com Proteinas (Protein), 16
entradas para Nucleotideos (Nucleotide), 37 entradas para publicacdes na base
dados PubMed PubMed + PubMed Central) e uma entrada para Taxonomia
(Taxonomy).

As sequéncias de proteinas, contidas no NCBI, relacionadas com o C.
sordidus estdo relacionadas com o fator de elongacéo 1 alfa (10 entradas),
citado por Roger et al (1998) como uma molécula utilizada como marcador
filogenético de eucariotos e a citocromo ¢ oxidade | (1 entrada), segundo
Panarari et al (2011) utilizada com uma forma de diferenciacdo de espécies, e
a sequéncia parcial da enzima carboxipeptidase. Em relacdo ao resultado
sobre as sequéncias de nucleotideos, apenas cinco entradas foram

identificadas para C. sordidus.Em relacdo a ferramenta Taxonomy, foi
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encontrada uma entrada, demonstrando em relagdo ao C. sordidus o nome

comum, sinonimia, linhagem, além de fontes de informacdes externas.

Em Relacdo as sequéncias obtidas das bandas geradas por RAPD e
sequenciadas na Macrogen, os resultados gerados através da ferramenta
BLAST foram:

() Em relacdo a sequéncia da banda OPAO1-1, ndo foi encontrada

similaridade significativa,

(I Em relacdo a sequéncia OPAO01-2, ndo foi encontrada similaridade

significativa;

(Il Em relacdo a sequéncia OPAO03-1, foram encontradas 56
sequéncias alinhadas, com score maximo entre 86 a 180 e identidade variando
de 72 a 77%. As sequéncias alinhadas estavam relacionadas com sequéncias

do gene do RNA ribossomal 16S de bactérias;

(IV) Em relacdo a sequéncia OPAO07-1, foram encontradas 22
sequéncias alinhadas (Figura 57), com score maximo entre 90 e 252 e
identidade variando entre 75 e 87%. As sequéncias alinhadas estavam

relacionadas com sequéncias do gene do RNA ribossomal 16S de bactérias.

(V) Em relagdo a sequéncia OPA09-1, ndo foi encontrada similaridade

significativa;

(VI) Em relacdo a sequéncia OPA09-2, ndo foi encontrada similaridade

significativa;

(VI) Em relagdo a sequéncia OPA18-1, foram encontradas 56
sequéncias alinhadas, com score maximo entre 440 e 488 e identidade
variando entre 80 e 82%. As sequéncias alinhadas estavam relacionadas com

sequéncias do gene do RNA ribossomal 16S de bactérias.

Alves et al (2011) evidenciaram a utilidade do programa pDRAWS32 para
escolher as enzimas de restricdo e obter a quantidade de fragmentos gerados
e seus respectivos tamanhos para auxiliar a identificacdo e caracterizacao de

genes vip e cry coledptero-especificos em isolados de Bacillus thuringiensis e
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Bazoni (2006) fez a andlise virtual do gene vip3A de Bacillus thuringiensis,
selecionando uma enzima para obter a extremidade ligante do vetor ao qua o
gene foi ligado.

O mapa de restricdo e o gel virtual, gerados pelos programas, dos
fragmentos OPA01-1, OPAO01-2, OPA03-1, OPA03-4, OPA07-1, OPA09-1,
OPAO09-2 e OPA18-1 encontram-se nos anexos (Anexos 23 a 38).0 Programa

permitiu a traducdo das sequéncias de DNA nos seis frames.

Calado (2005) evidenciou o uso do WebCutter2.0 na selecéo de enzimas
de restricdo para auxiliar na andalise de polimorfismo em Anopheles cruzii assim
como Oliveira (2012), para selecédo in silico, e posterior uso, de enzimas de
restricdo na detecgéo de contaminantes em cultivos celulares.

Através do uso do programa DNA for Windows foi possivel calcular a
porcentagem de GC em cada sequéncia. O Programa permitiu a traducao das
sequéncias de DNA nos seis frames. Segundo Hurst; Merchant (2001),
fragmentos contendo maior quantidade de GC sdo mais estaveis e que RNAs
contendo mais GC em sua estrutura sdo mais bem adaptados a ambientes com

temperatura mais elevada.

Samanta (2007) e Cammarano; Constantini; Bernardi (2009) avaliaram a
importancia da quantidade de GC em vertebrados e invertebrados,
relacionando como um nivel fundamental na organizacdo do genoma,
encontrou correlacdo entre a temperatura corporal e a quantidade de GC no

genoma de insetos.

O programa MB DNA Analysis possibilitou identificar as enzimas de
restricdo que clivaram as sequéncias estudadas, assim como as sequéncias
das possiveis ORF’'s, mapa de restricdo, porcentagens dos nucleotideos,
ferramenta para desenhar primers e calcular o peso molecular.

N&o foram encontradas SSR nas sequéncias geradas de RAPD
utilizando os dois programas propostos.

O alinhamento das sequéncias geradas, por meio do programa
Clustalw2, por RAPD das bandas eluidas, o resultado apresentou um score

gue variou entre 53,36 a 74.66%.
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A guantidade de enzimas selecionadas pelos programas PDraw32,
DNACIub, Webcutter2.0, DNA for Windows e MD DNA Analysis encontram-se

na figura 22.

Figura 22. Nimero de enzimas de restricdo aplicaveis a diferenciacdo genética
entre populacbes de Cosmopolites sordidus obtidas a partir de sequéncias
geradas com base nos primers testados.
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4.2 Prospeccado de cairomOnios da atmosfera e de partes da planta

banana variedade prata em agroecossistema bananal p ara manejo de C.

sordidus

Foram observados, em cromatograma gerado a partir dos volateis de
pseudocaule, 35 compostos (Figura 23), dos quais nove compostos participam
de sistemas de comunicacao de insetos (Tabela 7). O composto 12 participa do
sistema de comunicacdo quimica de C. sordidus.

No cromatograma proveniente do rizoma (Figura 23), 35 compostos
foram identificados na fragdo volatil, dos quais sete participam de sistemas de
comunicacdo de insetos. Os compostos 12, 29 e 34 fazem parte diretamente

da comunicacdo quimica de C. sordidus.
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Figura 23. Cromatogramas obtidos a partir de analise cromatografica em GCMS-QP2010 Plus, da
coleta de volateis do rizoma, ambiente e pseudocaule.
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Tabela 6. Compostos organicos volateis de partes de planta de bananeira e de atmosfera do
agrossistema de um bananal. Nomero do pico correspondente a numeragcdo em cromatograma
da figura 12. Rizoma (R); Ambiente (A); Pseudocaule (P); Sistema de Comunicacao de Insetos
(SCI); Tempo de Retencédo (RT).

pico TR Composto Descricdo SCI
1 7.687 | (S)-(+)-6-Metil-1-octanol Composto volatil emitido por Serratia
proteamaculans (Ercolini et al, 2009)
1 7.530 | (S)-(+)-6-Metil-1-octanol Composto volatil emitido por Serratia
proteamaculans (Ercolini et al, 2009)
1 7.634 | 3-metilciclopentanol -
2 7736 | 1,3,5-trimetilciclohexano -
2 7565 | 4-Noneno -
2 Espécies utilizam o 1-Etilbenzeno no X
sistema de comunicagdo  quimica;
Oryctolagus cuniculus ;
7947 | Etilbenzeno - (CAS) EB Hypothenemus hampei; actrocera oleae
3 Composto identificado através do estudo
indice de retencéo de hidrocarbonetos em
7855 1,2,4-trimetilciclohexano cromatografia gasosa (Yin et al, 2001)
3 Composto volatil emitido por Serratia
7708 (S)-(+)-6-Metil-1-octanol proteamaculans (Ercolini et al, 2009)
3 8090 | 2-etil- 1-butanol (CAS) -
4 Composto identificado através do estudo
indice de retencéo de hidrocarbonetos em
7918 | 5,6-dimetildecano (CAS) cromatografia gasosa (Widmer, 1967)
4 7757 | 1,3 5-trimetilciclohexano -
4 Espécies utilizam o 1,2-Dimetilbenzeno no X
osistema de comunicacdo quimica.
8153 1,2-dimetilbenzeno (o-xileno) Diaphanianitidalis; Bactroceraoleae
5 Espécies utilizam o 1,2-Dimetilbenzeno no X
osistema de comunicacdo  quimica.
7982 Etilbenzeno Diaphanianitidalis; Bactroceraoleae
5 Composto identificado através do estudo
indice de retencéo de hidrocarbonetos em
7875 1,2,4-trimetilciclohexano cromatografia gasosa (Yin et al, 2001)
5 Composto de acdo anestésica (Janes et al,
8411 1-Hexanol (CAS) n-Hexanol 1992)
6 8043 | 2-butil-1-Octanol, -
6 Composto identificado através do estudo
indice de retencéo de hidrocarbonetos em
7937 | 5,6-dimetildecano (CAS) cromatografia gasosa (Widmer, 1967)
6 Espécies utilizam o 1,2-Dimetilbenzeno no X
sistema de comunicagdo  quimica.
8731 1,2-dimetilbenzeno (o-xileno) Diaphanianitidalis; Bactroceraoleae
7 8128 | 4-metiloctano -
7 Espécies utilizam o 1-Etilbenzeno no X
sistema de comunicagdo  quimica;
Oryctolagus cuniculus ;
8002 Etilbenzeno Hypothenemus hampei; actrocera oleae
7 9026 1-metil-2,3-Dioxabiciclo [2.2.1] heptano, -
Espécies utilizam o 1,3-Dimetilbenzeno no X
sistema de comunicagdo  quimica.
Ailuropodamelanoleuca;
8184 | 1,3-dimetilbenzeno, (CAS) m-Xileno Oryctolaguscuniculus; Diaphanianitidalis
8 8060 | 5-metildecano, (CAS) -
8 9187 | (propoximetil)- Oxirano -
9 8314 | 3-metiloctano, -
9 8146 | 4-metiloctano -
9 Espécies utilizam o 2-Metil-3-buten-2-ol no X
sistema de comunicagdo  quimica.
Eremotesporcatus; Phyllobiuspyri;
Rhynchaenussp; Pissodesharcyniae;
Otiorhynchusscaber; Otiorhynchussp;
9256 | 2-metil-3-Buten-2-ol - (CAS) Polydrususpilosus; Polydrususundatus;
10 8615 | 1-metil-2-propilciclopentano - (CAS) Crude oleic acid volatiles (Stern et al, 1985)
10 Espécies utilizam 1,4-Dimetilbenzeno no X
sistema de comunicagdo  quimica.
8203 | p-Xyleno Diaphanianitidalis; Bactroceraoleae;
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Notoncusectatommoides

10 9539 1-deuterio-trans-1,2-dihidroxiciclopentano -
11 Composto encontrado em Fracionamento
8649 | 1-Ethil-4-metilciclohexano de oleo mineral (Wang; Fingas; Li, 1994)

11 8330 | 3-metiloctano -

11 9642 | Acido 3-Hidroxi-3-metilvalerico -

12 Composto organico encontrado em agua
contida em pogos de gas
(Maguire-Boyle; Barron, 2014)

8698 1-etil-4-metil-trans-ciclohexano (CAS)

12 8380 1,2-dimetilpropilciclohexano -

12 Espécies utilizam 2,6,6- X
Trimetilbiciclo[3.1.1]hept-2-ene no sistema
de comunicagéo quimica;

9774 | Alfa-pineno Cosmopolites sordidus

13 Espécies utilizam 1,2-Dimetilbenzeno no X

sistema de comunicagdo  quimica.
8760 1,2-dimetilbenzeno (o-xileno) Diaphanianitidalis; Bactroceraoleae

13 8453 | 1,2,3-trimetilciclohexano -

13 10192 | 1-etilbutilhidroperoxido, -

14 Molécula utilizada com potencial
tratamento da Sindrome da Retirada do
Alcool - EWS (Ethanol Withdrawal

8838 | 2,5-dimetil-2,5-hexanediol Syndrome) (Hunt, 1980)
14 Volatil proveniente de acido oléico (Stern et
8630 | 1-metil-2-propilciclopentano al, 1985).

14 10419 | 1-metilpentilhidroperoxido -

15 9020 | Nonano -

15 Composto encontrado em Fracionamento

8664 | 1-Etil-4-metilciclohexano de oleo mineral (Wang; Fingas; Li, 1994)

15 Composto  emitido por plantas —
Anaxagorea brevipes; Anaxagorea
dolichocarpa; Duguetia asterotricha;
Rollinia insignis; Xylopia 48eptanes;Xylopia
benthamii

10642 | 3-Hexen-2-ona (CAS) 1-Butenilmetilcetona
16 Composto encontrado em Fracionamento
9117 1-Etil-4-metilciclohexano de oleo mineral (Wang; Fingas; Li, 1994)

16 8712 | 3,5-dimetil-3-heptano -

16 Espécies de plantas emitem (1S)-6,6- X
Dimetil-2-metilenebiciclo[3.1.1]16eptanes
(Hypericum alpinum; Hypericum barbatum;
Hypericum maculatum; Hypericum
perforatum; Hypericum rumeliacum (Karioti
et al 2004; Rychlik; Schieberle; Grosch,
1998).

Espécies utilizam (1S)-6,6-Dimetil-2-
metilenebiciclo[3.1.1]48eptanes no sistema
de comunicagdo quimica (Rhizophagus
grandis; Ceratosolen solmsi marchal;
Apriona swainsoni; Anoplophora
glabripennis;  Monochamus  alternates;
Dendroctonus valens; Dendroctonus
valens; Pityogenes chalcographus;
Eremostibes opacus; Parastizopus
6,6-dimetil-2-metilenobiciclo [3.1.1] heptano - | armaticeps; Temnochila chlorodia; Sehirus
10789 | (1S) = 1S beta-pinene cinctus cinctus; Cydia strobilella)

17 9206 | 2-hidroximetil-2,3,3-trimetil-oxirano B

17 Espécies utilizam 1,4-Dimetilbenzeno no X
sistema de comunicagdo  quimica.
Diaphanianitidalis; Bactroceraoleae;

8776 | p-Xyleno Notoncusectatommoides

17 Molécula precursora de volateis
espiroacetal, envolvida em mensagens
intraespecifica de insetos (Booth; Kitching;

11030 | 6-Undecanona (CAS) di-n-amilcetona Voss, 2009)

18 9273 | 2-hidroximetil-2,3,3-trimetil-oxirano B

18 9033 | Nonano N

18 11145 | 2,2,4,6,6-pentametilheptano -

19 9407 | octahidro-1-metilpentaleno -
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19

Composto encontrado em Fracionamento

9129 1-Etil-4-metilciclohexano de oleo mineral (Wang; Fingas; Li, 1994)

19 11240 | 2-Hexin-1-ol (CAS) -

20 Espécies de planta emitem (1-Metiletil)-
benzeno (Cymbidium faberi; Cymbidium
virescens) (Kobaisy et al 2002; MacLeod;
Ames, 1990; Adams, 1995; Couladis et al,

9560 1-metiletilbenzeno (CAS) Isopropilbenzeno 2001)

20 9216 | 2-hidroxi-1,1,2-trimetiloxetano B

20 Espécies de plantas emitem 3-Metil-4-
11325 | 5-metil-5-Hexen-2-ol penten-1-ol (Sauromatumguttatum)

21 2-metil-1-propoxi-propano (CAS) -
9659 | isobutilpropiléter

21 9283 | 2-hidroximetil-2,3,3-trimetil-oxirano -

22 9843 | 3-metilnonano -

22 9418 | octahidro-1-metil-pentaleno -

22 11901 | 1-metil-2-(1-metiletil)-benzeno -

23 10206 | 1-etilbutil Hidroperoxido -

23 Espécies de plantas emitem (1-Metiletil)-
benzeno (Cymbidium faberi; Cymbidium
virescens) (Kobayse et al 2002; MacLeod;
Ames, 1990; Adams, 1995; Couladis et al,

9571 1-metiletilbenzeno - (CAS) Isopropilbenzeno 2001)

23 Espécies utilizam 1,7,7- X
Trimetilbiciclo[2.2.1]hept-2-ene no sistema
de comunicagdo quimica; Atta bisphaerica;

12009 | Bornileno Atta laevigata
24 Composto volatii de 6leo essencial de
10429 | 1-metilpentilhidroperoxido Ajania nubigena (Wangchuk et al, 2013)

24 9667 | Acido 3-Hidroxi-3-metilvalerico B

25 Composto  constituinte de  Capsicum
species, Osmanthus fragrans (sweet

10652 | 4-metil- 3-Penten-2-ona (CAS) 6xido de Mesitil osmanthus) and other plants

25 Composto organico volatil isolado de 6leo

essencial da parte aérea de Salvia
9853 | 3,6-dimetiloctano nemorosa (Nadaf; Nasrabadi; Halimi, 2012)

25 Espécies utilizam Metil Salicilato no X
sistema  de comunicagéo quimica
(Atrichelaphinistigrina; Pachnodainterrupta;
Pachnodamarginata; Platynusdorsalis;
Cotinisnitida; Leptinotarsadecemlineata;
Pseudoxycheilatarsalis;
Coccinellaseptempunctata;
Coccinellaseptempunctata;
Stethoruspunctum picipes;

Acido metil ester 2-hidroxibenzoico (CAS) Metil Falsomordellistenabihamata;
15610 | salicilato Oniticellusegregius; Hylastinusobscurus)

26 11388 | 3,5-dimetiloctano B

26 10065 | 1-metilhexilhidroperoxido -

26 Espécies utilizam Metil Salicilato no
sistema  de comunicagéo quimica
(Atrichelaphinistigrina; Pachnodainterrupta;
Pachnodamarginata; Platynusdorsalis;
Cotinisnitida; Leptinotarsadecemlineata;
Pseudoxycheilatarsalis;
Coccinellaseptempunctata;
Coccinellaseptempunctata;
Stethoruspunctum picipes;

Acido metil ester 2-hidroxibenzoico (CAS) Metil Falsomordellistenabihamata;
15706 | salicilato Oniticellusegregius; Hylastinusobscurus)

27 11912 | 1,1-oxybisoctano - (dioctil eter) -

27 10214 | l-etilbutilhidroperoxido -

27 Espécies utilizam Metil Salicilato no
sistema de comunicagdo  quimica
(Atrichelaphinistigrina; Pachnodainterrupta;
Pachnodamarginata; Platynusdorsalis;
Cotinisnitida; Leptinotarsadecemlineata;
Pseudoxycheilatarsalis;
Coccinellaseptempunctata;

Acido metil ester 2-hidroxibenzoico (CAS) Metil | Coccinellaseptempunctata;
15885 | salicilato Stethoruspunctum picipes;
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Falsomordellistenabihamata;
Oniticellusegregius; Hylastinusobscurus)

28

12016

I-limoneno; (R)-1-Metil-4-(1-metiletenil)-
ciclohexeno)

Species utilize (R)-1-Metil-4-(1-metilethenyl)
ciclohexene in its chemical communication
system (Dastarcushelophoroides;
Ardistomisschaumii; Ardistomissp;
Semiardistomispuncticollis;
Hylotrupesbajulus; Aprionaswainsoni;
Anoplophoraglabripennis;
Monochamusurussovii;
Tetropiumcastaneum; Tetropiumfuscum;
Dendroctonusarmandi;
Alphitobiusdiaperinus). Plant species emit
(R)-1-Metil-4-(1-metilethenyl)-ciclohexene
(Brassicacampestris chinesis;
Dianthusarenarius; Dianthusarmeria;
Dianthusbarbatus; Dianthusdeltoides;
Saponariaofficinalis)

28

10437

Metil 2-metoxipropenoate

29

12069

Eucaliptol

Espécies de plantas emitem 1,3,3-Trimetil-
2-oxabiciclo[2.2.2.]Joctano. Species utilize
1,3,3-Trimetil-2-oxabiciclo[2.2.2.]Joctano no
sistema de comunicagdo  quimica
(Cosmopolites sordidus; Dendroctonus
frontalis; Ardistomis schaumii; Oxyops
vitiosa)

29

10659

4-metil-3-penten-2-ona (CAS) Oxido de Mesitil

Composto  constituinte de  Capsicum
species, Osmanthus fragrans (sweet
osmanthus) and other plants

29

19005

Copaeno

Espécies utilizam 8-Isopropil-1,3-dimetil-
triciclo[4.4.0.0(2,7)]dec-3-ene no sistema
de comunicagéo quimica;
Bruchophagus roddi;  Agrilus planipennis;
Cosmopolites sordidus;

Scolytus intricatus; Ceratitis capitata;
Euceraphis punctipennis;

Nannotrigona testaceicornis;

Plebeia droryana;

30

15676

1-4-etilfeniletanona

30

10730

3,3-dimetilbutiloxirane (CAS) 1,2-epoxi-5,5-
dimetilhexano

30

20800

Retinol

Vitamina A

31

16844

3-etilacetofenona

31

11191

1,2,3-trimetilbenzeno (CAS) 1,2,3-
Trimetilbenzeno

Espécies de planta emitem 1,2,3-
Trimetilbenzeno  (Dianthus  arenarius;
Dianthus barbatus; Dianthus delt6ides;
Dianthus sylvestris; Saponaria officinalis;
Silene chlorantha; Silene dichotoma ssp.
Racemosa; Silene italica; Silene latifolia
ssp. Alba;; Silene nutans; Silene otites;
Silene saxifraga; Silene sericea; Silene
subconica; Silene succulenta; Silene
vallesia; Silene viscosa;

Silene vulgaris); Leffingwell; Alford, 2005;
Hierro; De La Horza; Ordonez, 2004;
Alasalvar; Shahidi; Cadwallader, 2003;
Gomez; Ledbetter; Hartsell, 1993)

31

20944

1,4-dibutoxibutano

32

17215

1-4-etilfeniletanona (CAS) p-Etilacetofenona

Espécies de planta emitem 1-(4-Eetilfenil)-
etanona  (Trifoliumrepens;  Ficuscarica;
Crataegusmonogyna; Rubusidaeus) (Xu et
AL, 2003)

32

11391

3,5-dimetiloctano

33

17295

2,4-dimetilfenil-1etanona

33

11912

Acido 2-etil hexil nonil ester oxalico

34

17345

1-(4-etilfenil)-etanona (CAS) p-Etilacetofenona

Espécies de planta emitem 1-(4-Eetilfenil)-
etanona  (Trifoliumrepens;  Ficuscarica;
Crataegusmonogyna; Rubusidaeus) (Xu et

AL, 2003)
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34

12020

D-Limoneno

Espécies de planta emitem 1-Metil-4-(1-
metilethenyl)-ciclohexene (Musasp).
Species utilize 1-Metil-4-(1-metilethenyl)-
ciclohexene no sistema de comunicacao
quimica (Cosmopolitessordidus;
Hylobiusabietis; Hylobiuspales;
Smicronyxfulvus; Anthonomusgrandis)

35

17610

Acido 3,4-dimetil-gamma-oxo-
benzenobutanoico

35

13585

Undecano

Espécies de planta emitem Undecane.
Species utilize Undecane in its chemical
communication system

Dentre as substancias detectou-se que 18 participam de sistemas de

comunicacao de insetos.

observou-se que Cinco destes também encontram-se no rizoma (Tabela 10).

Ao analisar a similaridade de compostos entre as partes da planta

Tabela 7. Compostos obtidos em CG-EM presentes no Ambiente, Pseudocaule e Rizoma que
participam do sistema de comunicacdo de insetos.NUmero do pico correspondente a
numeracdo em cromatograma da figura 12. Rizoma (R); Ambiente (A); Pseudocaule (P);
Sistema de Comunicacédo de Insetos (SCI); Tempo de Retencédo (RT).

Pico

TR

Composto

Descrigdo SCl | R

2

7947

etilbenzeno (CAS) EB

Espécies utilizam o 1-Etilbenzeno no X

Oryctolagus cuniculus ;

de comunicacdo quimica;

Hypothenemus hampei; actrocera oleae

8153

1,2-dimetilbenzeno (0-xileno)

Espécies utilizam o 1,2-Dimetilbenzeno X
no osistema de comunicagdo quimica.
Diaphanianitidalis; Bactroceraoleae

7982

Etilbenzeno

Oryctolagus cuniculus ;

Espécies utilizam o 1-Etilbenzeno no X X

de cmunicagdo quimica;

Hypothenemus hampei; actrocera oleae

8731

1,2-dimetilbenzeno (o-xileno)

Espécies utilizam o 1,2-Dimetilbenzeno X
no sistema de comunicacdo quimica.
Diaphanianitidalis; Bactroceraoleae

8002

Etilbenzeno

Espécies utilizam o 1-Etilbenzeno no X

Oryctolagus cuniculus ;

de comunicacdo quimica;

Hypothenemus hampei; actrocera oleae

8184

1,3-dimetil-benzeno (CAS) m-Xileno

Espécies utilizam o 1,3-Dimetilbenzeno X X
no sistema de comunicagdo quimica.
Ailuropodamelanoleuca;

Oryctolaguscuniculus; Diaphanianitidalis

9256

3-Buten-2-ol, 2-metil- (CAS) 2-metil-3-
buten-2-ol

Espécies utilizam o 2-Metil-3-buten-2-ol X
no sistema de comunicacdo quimica.
Eremotesporcatus;

Phyllobiuspyri;

Rhynchaenussp;

Pissodesharcyniae;

Otiorhynchusscaber;

Otiorhynchussp;

Polydrususpilosus; Polydrususundatus;

10

8203

p-Xileno

Espécies utilizam 1,4-Dimetilbenzeno no X
sistema de comunicagdo quimica.
Diaphanianitidalis;

Bactroceraoleae;

Notoncusectatommoides

12

9774

alfa-pineno

Trimetilbiciclo[3.1.1]hept-2-ene no
sistema de comunicagdo quimica;
Cosmopolites sordidus

utilizam 2,6,6- X

13

8760

1,2-dimetilbenzeno (0-xileno)

Espécies utilizam 1,2-Dimetilbenzeno no X X
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sistema de comunicagdo quimica.
Diaphanianitidalis; Bactroceraoleae

16

10789

1S beta-pineno

Espécies de plantas emitem (1S)-6,6-
Dimetil-2-
metilenebiciclo[3.1.1]16eptanes
(Hypericum alpinum; Hypericum
barbatum; Hypericum maculatum;
Hypericum  perforatum;  Hypericum
rumeliacum (Karioti et al 2004; Rychlik;
Schieberle; Grosch, 1998).

Espécies utilizam (1S)-6,6-Dimetil-2-
metilenebiciclo[3.1.1]52eptanes no
sistema de comunicagdo quimica
(Rhizophagus  grandis; Ceratosolen
solmsi  marchal; Apriona swainsoni;
Anoplophora glabripennis; Monochamus
alternates; Dendroctonus valens;
Dendroctonus valens; Pityogenes
chalcographus; Eremostibes opacus;
Parastizopus armaticeps; Temnochila
chlorodia; Sehirus cinctus cinctus; Cydia
strobilella)

17

8776

p-Xileno

Espécies utilizam 1,4-Dimetilbenzeno no
sistema de comunicagdo quimica.
Diaphanianitidalis; Bactroceraoleae;
Notoncusectatommoides

23

12009

Bornileno

Espécies utilizam 1,7,7-
Trimetilbiciclo[2.2.1]hept-2-ene no
sistema de comunicagdo quimica;
Atta bisphaerica; Atta laevigata

25

15610

Acido 2-hidroxi-metil ester benzoico
(CAS) Metil salicilato

Espécies utilizam Metil Salicilato no
sistema de comunicagdo quimica
(Atrichelaphinistigrina;
Pachnodainterrupta;
Pachnodamarginata; Platynusdorsalis;
Cotinisnitida; Leptinotarsadecemlineata;
Pseudoxycheilatarsalis;
Coccinellaseptempunctata;
Coccinellaseptempunctata;
Stethoruspunctum picipes;
Falsomordellistenabihamata;
Oniticellusegregius; Hylastinusobscurus)

28

12016

I-limoneno (R)-1-Metil-4-(1-metiletenyl)-
ciclohexeno)

Species utilize (R)-1-Metil-4-(2-
metilethenyl)-ciclohexene in its chemical
communication system
(Dastarcushelophoroides;
Ardistomisschaumii;
Semiardistomispuncticollis;
Hylotrupesbajulus; Aprionaswainsoni;
Anoplophoraglabripennis;
Monochamusurussovii;
Tetropiumcastaneum; Tetropiumfuscum;
Dendroctonusarmandi;
Alphitobiusdiaperinus). Plant species
emit (R)-1-Metil-4-(1-metilethenyl)-
ciclohexene (Brassicacampestris
chinesis; Dianthusarenarius;
Dianthusarmeria; Dianthusbarbatus;
Dianthusdeltoides; Saponariaofficinalis)

Ardistomissp;

Espécies utilizam (R)-1-Metil-4-(2-
metilethenyl)-ciclohexene no sistema de
comunicagéo quimica
(Dastarcushelophoroides;
Ardistomisschaumii;
Semiardistomispuncticollis;
Hylotrupesbajulus; Aprionaswainsoni;
Anoplophoraglabripennis;
Monochamusurussovii;
Tetropiumcastaneum; Tetropiumfuscum;
Dendroctonusarmandi;

Ardistomissp;
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Alphitobiusdiaperinus).  Espécies de
plantas emitem (R)-1-Metil-4-(2-
metilethenyl)-ciclohexene

(Brassicacampestris chinesis;
Dianthusarenarius; Dianthusarmeria;
Dianthusbarbatus; Dianthusdeltoides;

Saponariaofficinalis)

29 Espécies de plantas emitem 1,3,3- X X
Trimetil-2-oxabiciclo[2.2.2.]octano.
Species utilize 1,3,3-Trimetil-2-
oxabiciclo[2.2.2.]Joctano no sistema de
comunicagao quimica
(Cosmopolitessordidus;
Dendroctonusfrontalis;
12069 | Eucalyptol Ardistomisschaumii; Oxyopsvitiosa)
29 Espécies utilizam 8-Isopropil-1,3-dimetil- X X
triciclo[4.4.0.0(2,7)]dec-3-ene no
sistema de comunicagdo quimica;
Bruchophagus roddi;
Agrilus planipennis;
Cosmopolites sordidus;
Scolytus intricatus; Ceratitis capitata;
Euceraphis punctipennis;
Nannotrigona testaceicornis;
19005 | Copaene Plebeia droryana;
34 Espécies de planta emitem 1-Metil-4-(1- X X
metilethenyl)-ciclohexene (Musasp).
Species utilize 1-Metil-4-(1-
metilethenyl)-ciclohexene no sistema de
comunicagao quimica
(Cosmopolitessordidus;
Hylobiusabietis; Hylobiuspales;
12020 | D-Limoneno Smicronyxfulvus; Anthonomusgrandis)

Nenhum dos compostos encontrados por Facundo etal(2012),
estudando a variedade Terra, foi encontrado no campo. O composto 1-hexanol
encontrado em volateis frutas dessa variedade nédo foi observado na
propriedade, apesar de frutas recém-cortadas estarem presentes. Os
compostos encontrados por Perez et al (1997) e Wang et al (2007)

evidenciaram o trabalho de Facundo et al (2012).

Foi encontrado o composto 1,8-cineole, com tempo de retencédo de
12.068 em extratos de rizoma. Ndiege et al (1996) encontraram 0S compostos
1,8-cineole, como um componente ativo de volateis de banana susceptiveis ao
C. sordidus, e para as bananas resistentes, o composto B-Phellandrene, o qual
apresentou atividade eletrofisiolégica, mas ndo demonstrou atratividade ao

inseto.

Volateis de rizoma e paseudocaule de banana, estudados por

Budenberg et al (1993) e Budenberg; Ndiege (1991), em olfatbmetro, atrairam

53




machos e fémeas de C. sordidus, embora néo tenha ocorrido distingéo entre os
volateis de plantas susceptiveis e resistentes, nesta atracdo. Em relagdo ao
estagio de maturacdo Brat et al (2004) ndo encontrou diferenca significativa

entre os volateis produzidos.

No presente trabalho foram identificadas os compostos a-pinene, B-
pinene, a-copaene, limoneno, a-cubebeno e a-copaeno. Fato também
observado por Ndiege (1991). Esse autor identificou a-pineno, B-pineno, [3-
mirceno, limoneno, a-cubebeno, a-copaeno, a-cedreno, B-cariofilleno e a-
humuleno como volateis de pseudocaule de banana. Os outros compostos

observados por esse autor ndo foram identificados.

Na Africa do Sul, o uso de armadilhas utilizando pedacos do
pseudocaule demonstrou ser mais oneroso, por haver necessidade de
substituicdo do atrativo cinco vezes mais, para equivaler ao uso do feromaonio,
em comparacao com o feroménio sintético, que mostrou potencial como técnica
de captura e monitoramento econdmico de C. sordidus (GRAAF et al., 2005).
Tinzaara (2005) destaca a eficiéncia do feroménio sintético na captura do C.

sordidus.

Os resultados encontrados por Tinzaara et al (2007) corroboraram com
0s resultados encontrados neste trabalho, evidenciando o uso de ferombnios

no controle e monitoramento do inseto.

No rizoma, foi identificado o composto Copaeno (8-Isopropil-1,3-dimetil-
triciclo[4.4.0.0(2,7)]dec-3-ene), extraido através do processo de aeracado do
rizoma e participa do sistema de comunicacdo quimica de C. sordidus. Este
mesmo composto também foi encontrado em pseudocaule, por Hassanali et al
(1991).

Os compostos a-pinene, B-pinene, eucalipitol, copaeno e limoneno foram
identificados nas fracdes volateis do ambiente, rizoma e pseudocaule como
compostos envolvidos em sistema de comunicacdo quimica de C. sordidus
sendo limoneno um composto emitido por Musa spp. a-pynene foi coletado por

Facundo et al. (2012) em cultivar nanicéo. Ryan (2002) evidenciou a relevancia
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de trés cairomdnios importantes para a captura de coledpteros como a-pinene,

B-pinene e a-cubene.

4.3 Estudo da eficiéncia de diferentes concentracbe s de sordidina e de

posicdo da armadilha em campo para manejo de  C. sordidus.

Foi coletado um total de 8849 insetos de C. sordidus.

N&o foi identificada interacéo significativa entre as doses e a posi¢cédo das
armadilhas, mas foi identificado efeito significativo da posi¢cao independente da
dose, detectando-se diferenca significativa entre borda e centro do talh&o
(Figura 24). Arioli et al (2013) evidencia a importancia da instalacdo de
armadilhas com feromoénios nas bordas dos talhdes para evitar a entrada e

contencao dos insetos de outras areas.

Figura 24. Captura de C. sordidus em fundo da posi¢do das armadilhas de monitoramento
de Cosmopolites sordidus. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo
teste de Scott-Knott (P<0,003).

4,65b

Centro

8,57a

Borda

0 2 4 6 8 10
N° Médio de C. Sordidus/ armadilha

A guantidade de insetos capturados por armadilha mostrou-se dose-
dependente aumentando linearmente até a dose maxima testada (30mg)

capturando em média 9,54 insetos por armadilha em nove coletas (Figura 25).
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Segundo Jackson; Bohac (2006) ndo € incomum apresentar flutuacdes na

guantidade de insetos capturados em coletas semanais.

Figura. 25. Efeito da dose de sordidina por armadilha na captura de C.
sordidus na cultura da Banana. Fazenda Bonsucesso, Coruripe, Al
Equacdes significativas pelo teste F (P<0,0001).

12
y=0,278x+ 1,283
10 R?=0,976; Xmax 30mg sordidina; Ymax=9,54 insetos

N° Médio de C. Sordidus/ armadilha/ data
()]

0 10 20 30

Concentragdes (mg)

O efeito de concentracdo de ferombnios na captura de insetos esta
relacionado a eficiéncia de dispersédo ou liberacdo deste no meio ambiente
(BOARETTO; BRANDAO, 2000; ARIOLI et al, 2013), bem como da afinidade
das sensilas das antenas a molécula e a concentracdo (MORAES, 2008). Outro
fator importante € relacdo entre as propor¢des de feromoénios/cairomoénios na
mistura e ambos em funcdo do veiculo utilizado (BOARETTO; BRANDAO,
2000).

O acetato de isoamila, segundo Shen et al (2011), € um cairomonio
produzido pela banana. Mendonca et al (1999) observaram que a presenca
desse cairomonio exerce influéncia positiva na atracdo de insetos de C.

sordidus, sendo estes muito importantes nessa comunicacao quimica.

O veiculo utilizado no presente estudo foi o 6leo mineral. O 6leo mineral
interage fisicamente com as moléculas ativas promovendo efeito protetor a

umidade e oxigénio. O Oleo também afeta a taxa de liberacdo e a quantidade
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em funcao das condicbes ambientais, como temperatura e exposi¢cao solar uma
vez que o distanciamento entre suas moléculas devido a viscosidade.

O manejo integrado de C. sordidus recomenda a utilizacdo de
armadilhas por toda a area cultivada espacadas em 10 metros entre si
(TINZAARA, 2005). Alpizar et al (2012) evidenciam a importancia econémica
da utilizacdo de mistura feromonal em relacdo aos agroquimicos, citando que o
custo por ano por hectare com agrotdéxicos é de aproximadamente US$
4240,00, enquanto que a mistura feromonal custa aproximadamente US$
185,00 por hectare por ano.

A quantidade de insetos por armadilha foi superior ao minimo indicado
para efetuar o controle em campo segundo Moreira et al (2008) e o oposto foi
observado por Lins et al (2008).N&o foi encontrada relacao entre a temperatura
e umidade com a quantidade de insetos capturados nos seis tratamentos,
diferente de Graaf (2006) e Moreira et al (2008) que encontraram uma relagcéo

negativa em relagcéo a temperatura e positiva em relacdo a umidade.

Tinzaara (2005) observou que a umidade relativa afetou positivamente a
captura dos insetos, enquanto que a temperatura ndo teve efeito. Segundo
Graaf et al (2005), o numero deC. sordidus € também influenciado pela
quantidade de predadores em uma area e a variacdo na densidade dos adultos
pode afetar as taxas de oviposicdo e as provaveis influéncias da taxa de
migracdo o que pode explicar a diferenca do numero de insetos nas diferentes

armadilhas.

Entre 25 e 28 dias de coleta foi observada uma diminuicdo de coleta e
ocorréncia de precipitacdo na area de estudo, observando-se resultado
contrario em relacdo aos estudos feitos por Tinzaara et al (2005) Tinzaara
(2008).

Observando-se o numero de insetos por armadilha independente da
concentracao de sordidina e 6leo mineral, foi demonstrado que o pico de coleta

deu-se aos 14,97 dias, capturando 6,68 insetos por armadilha (Figura 26).
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N° médio de insetos capturados por armadilha

Figura 26. Numero de insetos coletados por armadilha independente da concentracdo
de ¢6leo ou sordidina no tempo. Equacéao significativa pelo teste F (P<0,0002).
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Y=-0.10313985943341e-1*x"2+.308738414634635 *x+4.36138770395769; -
R?=0,29;Xmax=14.97 dias; Ymax=6.68 insetos por coleta; P< 0,00001
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Mesquita et al (2003) e Santos (2011) ndo observou diminuicdo da
captura de Insetos adultos de C. sordidus em relacdo ao desgaste natural das

iscas, diferente dos dados apresentados na figura 26.

Em relacdo ao numero de insetos coletados por armadilhas, levando em
consideracdo a concentracdo de sordidina (Figura 27), a dose maxima atraiu
9,77 insetos por armadilha, que segundo Nunes (2003) o coeficiente de difusédo

de um gas depende da densidade numérica do mesmo.

Figura 27.Numero de insetos coletados por armadilha em funcdo dose de sordidina
independente do tempo e dose de éleo mineral. Equacéo significativa pelo teste F (P<0,002).
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Foram coletados 6,44 insetos com a concentracdo de 112,42uL de 6leo
mineral. A medida que foi aumentada a concentracdo do 6leo, a captura do
inseto se tornou menos eficiente (Figura 28).

Figura 28. Numero de insetos coletados por armadilha em fungéo dose de 6leo mineral
independente do tempo e dose de sordidina. Equacdo significativa pelo teste F
(P<0,0003).

Y=-0.49565975e-4*x"2+0.111440995e-1*x+5.81058995; R2=0,89; Xmax= 112.42
5 1 uL éleo mineral; Ymax=6.44 insetos

N° médio de insetos capturados por armadilha

0 100 200 300

Oleo mineral pL

Segundo Brunette (2008) quando a concentracdo de um fluido é
aumentada aplica-se a Lei de Darcy onde a compressibilidade dos gases
apresentando comportamento em que o fluxo volumétrico assim como a
densidade do gés, sejam variaveis de uma extremidade ao outro da coluna de
material. Em relacdo a uma area da coluna, segundo o principio da
continuidade,o regime permanente o fluxo de massa de gases apresenta-se

constante.
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Ao analisar a interacao entre dose de 0leo e de sordidina com a coleta
de insetos no tempo detectou interagao significativa entre os tratamentos
Figuras 29 e 30.

Figura 29. Numero de insetos coletados por armadilha. Sordidina em funcéo da dose
de 6leo mineral. Circulo= OuL de 6leo mineral; Triangulo= 300 uL de 6leo mineral;
Quadrado= 200 pL de 6leo mineral e Circulo preto= 100 puL de 6éleo mineral.

12 (¢}

Figura 30. Numero de insetos coletados por armadilha. Oleo em funcdo da dose
de sordidina. Circulo= OuL de éleo mineral; Triangulo= 300 uL de 6leo mineral;
Quadrado= 200 uL de 6leo mineral e Circulo preto= 100 pL de 6leo mineral.
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Tabela 8. Modelos matematicos para captura de Cosmopolites sordidus em diferentes
concentracdes de sordidina para cada quantidade de 6leo adicionada a isca.

Sordidina (mg) N° de insetos
6leo L Modelos matematicos R? Xmax Y max
0 YO = 0,126x + 0,0375 0,98 20 11.94
Y100= -0.155864175e-
100 2*x"2+0.243333313833333*x+0. 0,88 78.06 10,19
695833315000001
Y200 = -0.108796316666667¢-
200 2*x"2+0.184120385666667*x+0. 0,91 84.62 8.68
891666770000002
Y300 =-0.101466027777778¢-
300 2*x"2+.173773128333333*x+.17 0,98 85.63 7.61
1527850000001 ;

* Equac0Bes significativas a P<0,05 pelo teste F.

O local do experimento apresentou nivel de dano acima do estabelecido
por Gallo et al (2002), que determinou para C. sordidus de 5 insetos
adutos/isca/més, observando o niumero de insetos coletados por armadilha e
as interagdes tempo/dleo/sordidina, mesmo fazendo uso de controle biologico
com Beauveria bassiana. Santos (2011) obteve resultado semelhante

avaliando o efeito da presenca de sordidina na captura do inseto.

Fancelli (1999) constatou que o0 excesso de cobertura morta favorece a
proliferacdo do C. sordidus, situacdo também observada na area do
experimento. Masanza (2003) e Ambrogi (2009) evidenciaram a importancia da

sanitizagdo do bananal para evitar novas infesta¢oes do inseto.
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5 Conclusobes
1. Foi detectada variabilidade genética intra e inter-populacional de C. sordidus.

2.0s primers OPA-04, OPA-09 e OPA-20 podem ser utilizados para definir
marcadores RAPD-SCAR para C. sordidus

3. Foram observados metabolitos com funcionalidade na interacéo
inseto/planta e potencial aplicacdo como cairomonios para manejo do C.
sordidus, como o0 a-pineno, B-pineno, copaeno, 1,8-cineole, eucaliptol e

limoneno.

4. A mistura feromonal mais eficiente foi 78,06 mg de sordidina + 100,8 pL de

0leo mineral e 700 pL de acetato de isoamila.
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6 Perspectivas

1. Os resultados da genética populacional variabilidade na diversidade
protedmica e metabol6mica nas populagdes, em especial a relacionada aos

sistemas de comunicagdo quimica inseto/inseto e inseto/planta.

2. A utilizagdo do marcador RAPD-SCAR contribui para o entendimento da
diversidade genética entre e dentro das populacdes de C. sordidus, podendo
proporcionar um melhor conhecimento da estrutura de populagdes do C.
sordidus, podendo futuramente, ter utilizagdo como ferramenta para o
monitoramento e controle da praga e melhor conhecimento de sua evolugéo,

dispersdo e manejo fitossanitario.

3. Os compostos a-pineno, [B-pineno, copaeno, 1,8-cineole, eucaliptol e
limoneno podem ser adicionados a mistura feromonal objetivando o aumento

da captura e eficiéncia de monitoramento de C. sordidus.
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