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Volateis da bananeira com efeitos adjunvantes ao feroménio de agregacao sintético
Sordidina para manejo e controle de Cosmopolites sordidus (Germar, 1823) (Coleoptera:

Curculionidae)

RESUMO

Cosmopolites sordidus (Germar, 1823) (Coleoptera: Curculionidae), conhecido como
moleque da bananeira, é considerado praga chave da bananeira, causando injdrias tanto no
pseudocaule como no rizoma da planta. Para seu controle é indicado o uso de iscas atrativas,
entdo o uso de semioquimicos tem se mostrado uma forma eficiente. Estudos apontam que o
uso de feromdnios sintéticos, isolados ou em misturas, tem demostrado atratividade para
algumas espécies de coledpteros. Portanto, o trabalho tem como objetivo melhorar o
desempenho do feromdnio sintético Sordidina no controle do moleque da bananeira com
incremento de cairoménios da planta hospedeira com efeito adjuvantes em sua formulacédo
para diminuir, consideravelmente, custos na formulacdo do produto. O pseudocaule foi
coletado sem danos causados por C. sordidus e armazenados em B.O.D. a temperatura
ambiente para fermentacdo. Os periodos de fermentacdo foram de 15 e 30 dias, além dos
testes com pseudocaule fresco. Os volateis de pseudocaule de bananeira fresco e fermentado
foram obtidos através da técnica de headspace dindmico. Os extratos obtidos foram analisados
e 0s compostos foram identificados por meio de Cromatografia Gasosa acoplada ao Detector
de lonizacdo em Chama (GC-FID) e Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de
Massas (GC-MS). Para identificar os compostos eletrofisiologicamente ativos foi realizada a
analise de Cromatografia Gasosa acoplada a Eletroantenografia (GC-EAG). Nos bioensaios
em olfatdmetro Y foi observada a resposta comportamental de adultos de C. sordidus frente
aos extratos de headspace dindmico dos pseudocaules. Foi acrescentado ao trabalho o
teaspirano, composto encontrado e identificado em folhas senescidas de bananeira. As
analises quimicas dos extratos de headspace revelaram a presenca ao todo de 21 compostos
subdivididos nas trés fases de fermentacdo de pseudocaule (fresco e fermentado por 15 e 30
dias), mostrando que pelo menos quatro compostos estavam presentes nas trés fases de
fermentacdo. Nos bioensaios de eletroantenografia (GC-EAG), dois compostos presentes no
headspace e o teaspirano foram ativos para fémeas de C. sordidus. O pseudocaule fermentado
durante 15 dias libera maior quantidade de compostos volateis, tendo como majoritarios 0s
compostos (E)-p-ocimeno e hexadecanal. Os compostos (Z)-p-ocimeno, tetradecanal e
teaspirano sdo ativos para fémeas de C. sordidus. Os compostos volateis liberados pela planta
hospedeira elicia comportamento de atracdo para machos e fémeas de C. sordidus. As
misturas teaspirano+tetradecanal e (Z)-f-ocimeno+tetradecanal+teaspirano desencadeiam
resposta atrativa para machos e femeas.

Palavras-chave: Musa spp; Controle Comportamental; Semioquimicos; Moleque-da-
bananeira



Banana volatiles with adjunctive effects to the synthetic aggregation pheromone
Sordidine for management and control of Cosmopolites sordidus (Germar, 1823)

(Coleoptera: Curculionidae)

ABSTRACT

Cosmopolites sordidus (Germar, 1823) (Coleoptera: Curculionidae), known as banana weevil,
it is considered a key banana pest, causing damage to both the pseudostem and the rhizome of
the plant. To control it, the use of attractive baits is recommended, so the use of
semiochemicals has proven to be an efficient alternative. Studies indicate that the use of
synthetic pheromones, isolated or in mixtures, has demonstrated attractiveness for some
species of coleoptera. Therefore, the work aims to improve the performance of the synthetic
pheromone Sordidine in the control of banana moth with the addtion of kairomones from the
host plant with adjuvants in its formulation to considerably reduce costs in product
formulation. The pseudostem was collected without damage caused by C. sordidus and stored
in B.O.D. at room temperature for fermentation. Fermentation periods were 15 and 30 days, in
addition to tests with fresh pseudostem. Volatiles from fresh and fermented banana
pseudostem were obtained using the dynamic headspace technique. The extracts obtained
were analyzed and the compounds were identified using Gas Chromatography coupled to
Flame lonization Detector (GC-FID) and Gas Chromatography coupled to Mass Spectrometry
(GC-MS). To identify electrophysiologically active compounds, analysis was carried out
using Gas Chromatography coupled to Electroantenography (GC-EAG). In bioassays in a Y
olfactometer, the behavioral response of C. sordidus adults to dynamic headspace extracts of
pseudostems was observed. Theaspirane, a compound found and identified in senescent
banana leaves, was added to the work. Chemical analyzes of headspace extracts revealed the
presence of a total of 21 compounds subdivided into the three phases of pseudostem
fermentation. (fresh and fermented for 15 and 30 days), showing that at least four compounds
were present in the three fermentation phases. In electroantenography bioassays (GC-EAG),
two compounds present in the headspace and theaspiran were active for C. sordidus females.
The pseudostem fermented for 15 days releases a greater quantity of volatile compounds, with
the majority being the compounds (E)-B-ocimene and hexadecanal. The compounds (Z)-B-
ocimene, tetradecanal and theaspirane are active for C. sordidus females. The volatile
compounds released by the host plant elicit attraction behavior for males and females of C.
sordidus. The theaspirane+tetradecanal and (Z)-B ocimenettetradecanal+theaspirane mixtures
trigger an attractive response for males and females.

Keywords: Musa spp; Behavioral Control; Semiochemicals; Banana weevil
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1.

INTRODUCAO

O cultivo da banana é uma atividade importante para a agricultura familiar brasileira,
com impactos positivos socioecondmicos e ambientais. Parte desta importancia elevada pode
ser confirmada devido o produto ser consumido quase que em sua totalidade no territério
nacional, com apenas 1% destinado a exportacdo (FAO, 2017). Essa pequena parcela na
exportacdo é devido, principalmente, a diminuigdo na produtividade e no elevado indice de
perdas, causadas, sobretudo, por fatores fitossanitarios, que comprometem a producdo dessa
cultura (ANGELINI; QUEIROZ, 2016).

A perda de produtividade e aumento do custo de producdo € devido a problemas
fitossanitarios, onde destaca-se a broca do rizoma da bananeira, ou popularmente conhecida
como moleque-da-bananeira Cosmopolites sordidus (Germar, 1823) (Coleoptera:
Curculionidae), cujas larvas constroem galerias por todo o rizoma da planta, causando, de
inicio, a senescéncia precoce das folhas e a redugdo do tamanho dos cachos (ANGELINI;
QUEIROZ, 2016). As galerias feitas por C. sordidus prejudicam as plantas, tornando-as mais
sensiveis que debilitam a planta, impedindo o desenvolvimento, diminuindo a producdo e em
muitas vezes causando a morte da planta (VENTURA et al., 2012).

Na comunicacdo quimica dos insetos, alguns compostos quimicos, ao se tornarem
perceptiveis ao individuo receptor, agem como um gatilho, iniciando reacdes fisiol6gicas
especificas. Esses compostos, identificados como semioquimicos, Sdo cruciais para a
localizacdo de presas, selecdo de plantas, acasalamento, escolha de local para oviposicao,
dentre outros (GALLO et al., 2002).

O fato de os semioquimicos poderem induzir o comportamento dos insetos faz com
que estas substancias sejam objeto de estudos que visam manejar espécies-praga (MARTINS,
2013). A identificacdo de semioquimicos envolvidos na comunicacdo entre plantas e insetos
herbivoros possibilita o desenvolvimento de estratégias sustentaveis de controle de pragas,
tornando possivel confeccionar armadilhas que visem o controle ou monitoramento destas
(SHRIVASTAVA et al., 2010).

Dentre as medidas de controle utilizadas para a reducéo da populagdo do moleque-da-
bananeira, destaca-se o controle comportamental, no qual a atracdo € exercida pelas
substancias volateis, presentes no pseudocaule e no rizoma da bananeira. O monitoramento e
controle de C. sordidus geralmente sdo feitos através de armadilhas desenvolvidas a partir do
corte do pseudocaule, as armadilhas mais utilizadas, nesses casos, sao as do tipo “queijo” e
“telha”. A quantidade de armadilhas necessarias depende do objetivo final, sendo

recomendada uma quantidade maior de armadilhas para realizagdo do controle do inseto



(FANCELLI et al., 2015). O objetivo dessas armadilhas em campo € reduzir a populagéo de
insetos, j& que o adulto vai até as armadilhas, conseguindo uma excelente eficiéncia na
reducdo da praga nas bananeiras (FIGUEIREDO et al., 2008).

Considerada uma das tecnologias mais avancadas para 0 manejo do moleque-da-
bananeira, a utilizacdo de armadilhas com feromonios sintéticos associados a cairomonios,
tem se destacado no Brasil. Atualmente no Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento - MAPA ha apenas nove produtos registrados para o controle de C. sordidus,
dentre eles, oito séo classificados como metilcarbamato de benzofuranila e organofosforado e
um como semioquimico a base de sordidina, o Unico feroménio comercial registrado para uso
na agricultura, Cosmolure®, produto importado e distribuido no pais (MAPA, 2014).

Desta forma, o objetivo deste estudo € melhorar o desempenho do feromdnio sintético
Sordidina no controle do moleque-da-bananeira com incremento de cairoménios da planta
hospedeira com efeitos adjuvantes em sua formulagdo para diminuir, consideravelmente,

custos na formulacgdo do produto.



2.

REVISAO DE LITERATURA

2.1.  MANEJO INTEGRADO DE PRAGAS (MIP)
O MIP ¢ definido como uma ampla abordagem sisteméatica a protecdo de uma

determinada cultura agricola fundamenta-se no acumulo de informagfes para auxiliar no
processo de intervencgdo, com a finalidade de reduzir a aquisigdo de insumos e minimizar as
consequéncias sociais, econdmicas e ambientais do processo de controle da praga alvo
(TREMATERRA, 1997). Segundo Gallo et al. (2002), o MIP surge como uma resposta ao uso
incorreto de produtos quimicos, como as aplicacdes desordenadas que colaboraram com o
surgimento de sérios problemas, tais como a resisténcia aos inseticidas, surgimento de pragas
antes consideradas secundarias e efeitos adversos sobre inimigos naturais.

Neste tipo de manejo sdo utilizadas varias técnicas de defesa do cultivo contra o inseto
alvo, sdo eles: variedades resistentes, mediante uso de estudos nas interacfes inseto-planta,
monitoramento com feromonio, uso de agroquimicos especificos, plantas geneticamente
modificadas, uso de predadores ou parasitoides e métodos de controle mecénico, fisico e
legislativo (SUCKLING et al., 2014).

Para Panizzi et al. (1991), o MIP compreende varios métodos de intervencdo, sendo
que para sua implementacao, se faz necessario o planejamento do agroecossistema, avaliando-
se o custo/beneficio de sua implantacdo, além da tolerancia da cultura aos danos das pragas.
Um organismo so recebe o status de praga quando causa algum dano econdémico, 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.

Moreira et al. (2008), em estudo de pesquisa sobre o MIP na cultura da banana,
ressaltam que na agricultura atual ndo basta apenas a constatacdo do inseto no bananal sem
levar em consideracdo a populacdo da praga, seu nivel de controle e o dano econémico.

O Nivel de Dano Econémico (NDE), segundo Picanco (2010) é a densidade
populacional do organismo praga na qual ele causa prejuizos a cultura de igual valor ao custo
de seu controle. Ja o nivel de controle (NC), de acordo com Gallo et al. (2002) é a densidade
populacional em que as medidas de controle devem ser adotadas para impedir que a
populacédo do inseto atinja 0 NDE. O Moleque da Bananeira € considerado praga-chave, pois
frequentemente atinge o nivel de controle (PICANCO, 2003).

No Brasil, 0 MIP é amplamente empregado em cultivos de frutas para exportacdo, pois
a técnica é uma das exigéncias de boas praticas agricolas dos paises desenvolvidos. Sendo

assim com relacdo ao NC para C. sordidus em bananais ja estabelecidos, adota-se a sugestdo
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de Batista Filho et al. (2002), que indicam 5 insetos adultos/isca/més, sob um monitoramento
de 20 armadilhas com iscas tipo telha/ha.

Os métodos de controle a seguir podem ser utilizados em programas de Manejo
Integrado de Pragas para C. sordidus, como relatam seus respectivos pesquisadores: controle
cultural (GUERRA et al., 2010); comportamental e genético (ZARBIN et al., 2009), controle
biologico (SOARES et al., 2012) e quimico (GOLD et al., 2001).

Para Moreira et al. (2005), relatam que o estudo do comportamento (controle
comportamental) dos insetos tem desenvolvido novos métodos que estdo sendo usados em
programas de manejo integrado de pragas. O uso de semioquimicos, principalmente os
feroménios, estd se tornando uma importante ferramenta para a implementacdo de

alternativas, como por exemplo o monitoramento e controle de insetos-pragas.

2.2.  SEMIOQUIMICOS
Para Zarbin et al. (2009) as substancias quimicas que atuam como mensageiras entre

organismos sdo chamadas de semiogquimicos e sdo utilizadas entre dois ou mais organismos,
promovendo no receptor um comportamento ou uma resposta fisioldgica (VILELA et al.
2001). E através da deteccdo e emissdo destas substancias que os insetos encontram parceiros
para o acasalamento, alimento ou presa, escolnem local de oviposi¢éo, se defendem contra
predadores e organizam suas comunidades.

Os semioquimicos sdo classificados de acordo com sua interacdo, sendo chamados de
ferombénios e aleloquimicos. Os compostos que sdo mediadores da comunicagdo
intraespecifica, ou seja, quando o emissor e receptor do sinal quimico sdo da mesma espécie,
¢ denominado de feroménio. No entanto, quando estes compostos intermedeiam uma
comunicacdo entre individuos de espécies diferentes, relacdo interespecifica, estas substancias
sdo classificadas como aleloguimicos (VILELA et al. 2001).

Os feroménios séo substancias volateis envolvidas na comunicagéo de insetos no qual
se tornou uma alternativa para o MIP visando um melhor monitoramento de adultos, detec¢éo
de areas livres ou infestadas e um possivel controle por coleta massal ou confusdo sexual sdo
bastante oportunos, além de vantajoso do ponto de vista ambiental (GRIGOLLI et al. 2011).

Harbone (1993) afirma que os feromdnios mais explorados nas relagdes entre insetos
sdo: FeromdOnio Sexual — favorecendo o aumento da probabilidade de sucesso no
acasalamento; Feroménio de Trilha — utilizado tanto para o retorno a colénia quanto para
indicar uma nova fonte de alimento ou novo sitio de moradia; Feromodnio de Marcacdo —

determina os limites territoriais evitando confronto com outros insetos; Feromonio de Alarme
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— emite um sinal de perigo ou informa a presenca de um inimigo; Feroménio de Oviposicao -
auxilia as fémeas a encontrarem um local para postura de ovos; FeromoOnio de Agregacao -
tem objetivo de atrair machos e fémeas da mesma espécie, geralmente com o intuito de
indicar uma fonte de alimento.

A definigdo dos aleloguimicos é um pouco mais complexa, sua identificacdo depende
dos resultados produzidos pela interacdo entre o composto e o individuo. Contudo, sdo
classificados como cairoménios: aqueles compostos que beneficiam o individuo que recebe o
sinal quimico; aloménios: aqueles que o beneficiario é o individuo no qual emite o sinal
quimico; e, sinoménios: quando os dois individuos, emissor e receptor do sinal quimico, sdo
beneficiados (ZARBIN et al., 2009).

Grande parte dos semioquimicos sdo bastante instaveis em virtude da sua estrutura
quimica no qual se faz necessario preparar formulacdes destes compostos com o propésito de
protegé-los da deterioracdo provocada pelo oxigénio e luz na regido UV (HEUSKIN et al.,
2011). Ou seja, a formulagéo deve assegurar a liberacdo controlada do feromdnio. Uma falha
nos liberadores comerciais de feroménios usados atualmente é que eles sdo "passivos” para
sua liberacdo e dependem da temperatura ambiente (WITZGALL et al., 1999).

Na literatura sdo encontrados varios registros da utilizacdo de semioquimicos no
controle e monitoramento de pragas. De acordo com Silva Filho (2005) armadilhas iscadas
com semioquimicos foram utilizadas com sucesso na coleta do gorgulho-da-cana-de-agucar,
Metamasius hemipterus (L., 1758) (Coleoptera: Curculionidae) (CERDA et al., 1999), no
controle da broca-do-coqueiro, Rhynchophorus palmarum (L., 1758) (Coleoptera:
Curculionidae) (GILBLIN-DAVIS et al., 1994), do bicudo-do-algodoeiro, Anthonomus
grandis (Boheman,1843) (Coleoptera: Curculionidae) (ROCHAT et al., 1991), do gorgulho-
do-arroz, Sitophilus oryzae (Linnaeus, 1973) (Coleoptera: Curculionidae) (PHILLIPS et al.,
1993), do gorgulho-da-batata-doce, Cylas formicarius (Fabricius, 1798) (Coleoptera:
Apionidae) (JANSSON et al., 1992) e dos gorgulhos-dos-pinheiros, Hylobius radicis
(Buchanan, 1935) (Coleoptera: Curculionidae) e Pachylobius picivorus (Germar) (Coleoptera:
Curculionidae) (HUNT et al., 1989), entre outros.

Na base de dados de feroménios de insetos e outros atraentes contém centenas de
compostos quimicos ja identificados (ARN et al., 1992). Estabelecendo, dessa maneira, uma
das inovacg0es tecnologicas mais importantes no controle de pragas agricolas. Estdo em uso no
monitoramento de pragas, quantificando a densidade populacional dos insetos na area e
inclusive podem ainda reduzir populagdes com base na estratégia da confuséo sexual ou de
coleta massal (WITZGALL et al., 2010).
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Contudo, para o sucesso da utilizagdo de feromonios se faz necessério envolver
quimicos, ecologistas, bidlogos e agrénomos nas pesquisas de laboratério e campo. Por
exemplo, populacdes de insetos separados geograficamente exibem alteracdes na composicao

dos componentes feromonais e, portanto, na atragio dos insetos (CARDE et al., 2004).

2.3. USO DE FEROMONIOS NO MIP

Sao empregados como controle relacionado as armadilhas, utilizadas como forma de
monitoramento, sendo capaz de identificar a praga e se ela é capaz de causar perdas
consideraveis na producdo e também como controle, ao qual se faz a eliminacéo dos insetos
juntamente com o aumento da possibilidade do contato do inseto com o inseticida. Portanto o
uso de feromodnios reduz a aplicagdo de defensivos agricolas no campo ajudando em
producdes mais sustentaveis (GOULART et al., 2015).

Ainda promissoras a utilizacdo de armadilhas com feromonios tem se tornado uma
estratégia seletiva e inofensiva as outras espécies, agindo somente sobre o inseto alvo e
preservando as espécies benéficas (ZARBIN et al., 2009). Dentre os feroménios, 0s mais
empregados na agricultura, como parte integrante de taticas de manejo integrado de pragas,
sdo os feromdnios sexuais e os de agregacdo (BENTO, 2007). Por exemplo, no Brasil, vem
sendo aplicados nas mais diferentes culturas com bastante sucesso, inclusive para
curculionideos, como para A. grandis na cultura do algoddo (MAGALHAES et al., 2016), e
para C. sordidus na cultura da banana (MESQUITA, 2003). Diversos feromodnios estdo
disponiveis no mercado agricola e sdo utilizados com eficiéncia para monitoramento ou coleta
em massa de insetos adultos (AMBROGI et al., 2009).

Bento et al. (2016), ao analisarem a longo prazo, no Estado de S&o Paulo, os
beneficios econémicos do emprego de armadilhas iscadas com o feromonio sexual do bixo
furdo Gymnandrosoma aurantianum Lima, 1927 (Lepidoptera: Tortricidae) mostraram que
entre os anos de 2001 e 2013, os produtores diminuiram as perdas causadas pela praga numa
estimativa de 132,7 milhdes a 1,32 bilhdes de ddlares em receita bruta, diminuindo de 5 a
50% as perdas por safra. Segundo os autores, 0 estudo mostra 0 quanto os feromonios sdo
ferramentas importantes para 0s produtores e para o ambiente, pois seu uso, além de ser
eficiente no manejo de pragas, reduz o uso de inseticidas.

Na regido sul do Brasil, o feroménio da mariposa Grapholita molesta Busck, 1916
(Lepidoptera: Tortricidae) € usado para 0 seu controle na cultura da maca (Malus domestica)
usando a técnica de confundimento sexual (BOTTON et al., 2011), e o feromdnio da mariposa

Cydia pomonella Linnaeus, 1758 (Lepidoptera: Tortricidae) para 0 Seu monitoramento
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(TESTASECCA, 2013). Borges et al. (2011) mostraram que o feroménio sexual do
Euschistus heros (Hemiptera: Pentatomidae) é mais eficiente para o seu monitoramento do
que o pano de batida, técnica geralmente utilizada para monitoramento.

O feroménio sintético Sordidina, € utilizado também em algumas ilhas costeiras, como
Martinica, Guadalupe e llhas Canéarias (ALPIZAR et al., 2012). Na Costa Rica,
aproximadamente 10% de toda a &rea de plantio de banana encontra-se sob o sistema de
monitoramento de armadilhas “pitfall” com iscas de feroménio, cada saché contém 90 mg de
feromonio, com taxa de liberacdo de 3 mg/dia (TINZAARA et al., 2005).

Experimentos conduzidos na Costa Rica, constataram queda de mais de 75% na taxa
de capturas apdés 10 - 12 meses de observacdo; reducdo de 63% nos danos dos rizomas
durante o experimento e aumento no vigor das plantas, peso dos cachos e na produtividade em
parcelas tratadas com feromo6nio (MESQUITA, 2003).

As técnicas mais empregadas para 0 monitoramento de pragas que envolvem o uso de
armadilhas contendo feromonio sintético como isca para atracdo de espécies de praga alvo é:
Monitoramento: as armadilhas com feromo6nio sdo usadas para identificar tanto a presenca
guanto a densidade da praga pretendendo indicar quando a populacdo do inseto praga atingiu
0 nivel de dano econémico (TREMATERRA, 1997); Coleta massal: 0 uso de feromonio
como atrativo do inseto para um recipiente de contencdo visando eliminar ou diminuir a
populacdo do inseto-praga no cultivo. Neste método utiliza-se altas quantidades de
armadilhas, com o objetivo de capturar o maior numero possivel de insetos (ZARBIN et al.,
2009); Confusdo sexual: método de controle que utiliza feromdnio para confundir ou
interromper o acasalamento dos insetos. Neste caso impede a transmissdo de sinais entre
parceiros sexuais. Ocorre uma liberacdo maior da quantidade de feromonio sintético na area
para impedir que os insetos localizem seu parceiro reduzindo o acasalamento e
consequentemente a perpetuacdo da espécie (BENTO, 2007).

Segundo Bento et al., (2016), em sistemas agroflorestais, onde é necessario evitar o
uso de produtos quimicos devido a questdes ambientais, com intuito de evitar atingir
organismos nao alvos e para obter alimentos mais saudaveis para o consumidor final, o uso de
semioquimicos pode auxiliar no manejo de pragas de uma maneira mais sustentavel e com
menor custo. O uso de novas substancias € necessario para o efetivo controle de pragas,
oferecendo maior seguranga, seletividade, biodegradabilidade, viabilidade econdmica,
aplicabilidade em programas integrados de controle de insetos e baixo impacto ambiental
(MARANGONI et al, 2012).
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2.4. USO DE CAIROMONIOS NO MIP

Os compostos liberados pelas plantas também desencadeiam inumeras respostas
comportamentais nos insetos, de maneira que essas respostas especificas exibidas podem ser
relatadas como resultado da acéo especifica dos volateis das plantas hospedeiras na fisiologia
e no comportamento do inseto, nesse contexto, esses compostos sdo chamados de cairoménios
(REDDY et al., 2004).

Os volateis emitidos pelas plantas apresentam a capacidade de serem Uteis para
aplicacdo no combate as pragas. A funcdo desses compostos para 0 manejo de pragas
enquadra-se como uma possibilidade acessivel na demanda por sistemas ambientalmente
sustentaveis (RIFFEL et al., 2015). Os cairomdnios atuam em diversas fun¢des na interagdo
inseto-planta, podem atuar como repelentes ajudam na inducdo de feroménios de alarme,
induzem a oviposicdo e provocam respostas nos receptores olfativos dos insetos
(VERHEGGEN et al., 2008).

Os cairomonios sdo conhecidos por melhorar a atragdo de iscas de feroménio, ha
registros na literatura informando que o sinergismo entre feromonios e os volateis da planta
hospedeira potencializam a atracdo de insetos. Por essa razdo, € provavel que novas
estratégias no MIP sejam desenvolvidas (CERUTI, 2007).

As interacOes entre plantas e insetos sdo compreendidas sob um ponto de vista
coevolutivo. Os semioquimicos que estdo envolvidos nessas interaces fazem parte de um
foco central de pesquisas ecoldgicas e evolutivas em constante expansdo (BLANDE, 2017).
Segundo Kessler (2015), as interacdes entre plantas e insetos sdo provocadas por diversos
metabdlitos produzidos pelas plantas. Para Agelopoulos et al. (1999) esses sinais quimicos
(metabolitos) sdo essenciais e muito importantes, particularmente, para 0s insetos,
principalmente para a localizacéo de fontes de alimento.

O conhecimento do papel ecoldgico dos cairoménios revela o potencial de sua
aplicabilidade no manejo integrado de pragas, assim como os feromdnios, que podem ser
empregados para detectar, monitorar e controlar populagdes de insetos (NORIN, 2007). Desse
modo, eles podem ser importantes para atracdo e permanéncia de inimigos naturais no campo
(VINSON, 1992).

O aproveitamento de partes vegetais € uma excelente alternativa para monitorar e
controlar espécies gregarias, como é o caso de C. sordidus, devido a emisséo de volateis que
desencadeiam e estimulam a producdo de feromonios de agregacdo dos insetos, com intuito
de atrair parceiros sexuais e consequentemente um maior nimero de individuos com o

objetivo de eliminar os insetos de forma segura e pouco poluente (AMBROGI et al., 2009).
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Outro exemplo, citado por Borden (2003), que em coledpteros a mediacdo do
feroménio de agregacdo, aquele atrativo produzido, especialmente, pelos machos, ¢é
reconhecida por, possivelmente, estar inter-relacionados com a presenca de alimento. Wood
(1982) declara que alguns insetos absorvem compostos quimicos da planta hospedeira e 0s
utilizam como substancias atrativas ou precursores de feromonio.

Os cairomonios podem ser eficientes na teécnica ‘push-pull” (COOK et al., 2007),
como feromdnios de alarme, a exemplo, o (E)-S-farneseno (BRUCE et al., 2005) e acetatos
de dodecil e decil (TEERLING et al., 1993b), que atuam na atracdo de parasitoides de
afideos (HARDIE et al., 1999) e de predadores e parasitoides de tripes (TEERLING et al.,
1993). Além disso, armadilhas contendo cairoménios podem auxiliar no monitoramento do
inimigo natural para tomadas de decisdo quanto a liberacdo de predadores no campo
(MEURISSE et al., 2008).

Fémeas e machos de C. sordidus sdo facilmente atraidos pelos volateis da bananeira,
indicando que a orientacdo até a planta hospedeira esta associada ao fator alimento, bem como
ao fator sitio de oviposicdo (MENDONCA et al., 1999), os mesmos autores observaram que o
rizoma fermentado € mais atrativo para as fémeas, o que possibilita maiores chances de
chegar até ao alimento.

Santos (2010) ao avaliar a eficiéncia de armadilhas com feromonio e iscas
provenientes do pseudocaule da bananeira constatou superioridade do composto feromonal,
contudo, relatou, inclusive, que houve reducdo na emissdo natural do feroménio de agregacao
devido ao aumento da taxa de mortalidade dos insetos capturados, tendo apenas a atuacdo de
cairomonios na captura de C. sordidus. O uso das iscas de pseudocaule para atragdo do
moleque-da-bananeira tem por base a atratividade exercida pelos volateis presentes no
pseudocaule, cairomonios, que por sua vez sdo preponderantes na comunicagdo quimica de C.
sordidus (MESQUITA, 2003).

Resultados expressivos foram encontrados por Duarte et al. (2003), que quando
avaliaram os componentes volateis da fermentacdo da cana-de-acucar e notaram que eles
foram os responsaveis por tornarem as armadilhas de ferom6nio mais atrativas para os adultos
de R. palmarum, apesar de seu baixo efeito atrativo, os toletes de cana-de acgucar
apresentaram-se mais eficientes que o melago de cana-de-acucar.

De acordo com Hock et al. (2017), a captura e as técnicas de monitoramento de insetos
no campo melhoram a partir do momento em que se utiliza a sinergia entre odores de plantas

e odores de insetos. O aumento na atracdo de machos, ou fémeas, pelos volateis da planta
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hospedeira pode originar no aperfeicoamento de armadilhas mais eficientes para o controle de
pragas (CERUTI, 2007).

2.5. MOLEQUE DA BANANEIRA (Cosmopolites sordidus)
Cosmopolites sordidus pertence a ordem Coleoptera e familia Curculionidae, é

considerada a principal praga da banana (CAMPOS, 2016). O moleque da bananeira ¢ um
inseto gregario que possui habitos noturnos e alta atividade para se alimentar, acasalar e
ovipositar (PRESTES et. al., 2006).

E uma espécie holometabola, ou seja, passa pelas fases de ovo, larva, pupa e adulto, a
maioria dos insetos dessa familia possui um prolongamento anterior (rostro), no qual estdo
inseridos o aparelho bucal do tipo mastigador e antenas compostas; sua coloracdo € preta,
mede por volta de 11 mm de comprimento e cinco mm de largura. Os adultos possuem habito
noturno e geralmente sdo encontrados nos ambientes Umidos e sombreados, proximos a
touceiras, entre bainhas foliares e nos restos da cultura (SALUSTINO et al., 2015).

As fémeas depositam de 10 a 50 ovos, a oviposi¢cdo ocorre em toda a superficie do
rizoma, com a maior quantidade dos ovos distribuidos na parte superior (MOREIRA et. al.,
2017). O periodo de incubacédo varia de 1 a 15 dias, ap6s esse periodo se inicia a fase larval,
causadora dos danos no rizoma. As larvas apresentam coloracdo branca, cabeca marrom e
ligeiramente mais estreita que o corpo. A larva constroi galerias que enfraguecem a planta,
podendo leva-la a morte (FIGUEIREDO et al., 2008). O periodo de incubacdo da larva pode
variar de 22 a 118 dias. Essa variacao ¢é fortemente influenciada pela temperatura ambiental
como também pelas cultivares hospedeira (MESQUITA, 2003).

As larvas abrem galerias nos rizomas que sao portas de entrada de fitopatégenos como
o fungo Fusarium oxysporum que € o agente responsavel pelo mal do Panama. Assim, é
comum no bananal a queda de plantas que ja lancaram cachos, onde essas ndo possuem mais
um sistema radicular vivo, suficiente para sustentar o peso dos mesmos (BATISTA FILHO et
al., 2005a).

As perdas de producdo podem ser elevadas se esta praga ndo for devidamente
controlada (FIGUEIREDO et al., 2008). Portanto, o conhecimento da biologia do inseto,
principalmente a diferenciacdo entre machos e fémeas, contribui de forma eficaz para o
manejo da populacdo de C. sordidus. Esta diferenciacdo na espécie pode ser observada nos
adultos, com base na distribui¢do das pontuagdes do rostro e na inclinagdo do ultimo esternito
abdominal (SILVA-FILHO et al., 2007). Os machos distinguem-se das fémeas por

apresentarem pontuacdes distribuidas em uma area igual ou maior que a metade da distancia
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entre a parte mais larga do rostro e sua parte distal. As fémeas apresentam a maior parte do
rostro sem pontuagdes. Nos machos a inclinagdo do ultimo esternito abdominal é bastante
acentuada, o que ndo ocorre nas fémeas (GOLD et al., 2001).

Com o intuito de reduzir a incidéncia e danos da praga, reduzir gastos e buscar
alternativas que visem menos danos toxicos ao meio ambiente, a escolha pelo controle
comportamental é uma Gtima opcéo, j& que consiste na utilizacdo de iscas atrativas feitas a
partir de cortes longitudinais ou horizontais do pseudocaule da planta ou entdo a utilizacéo de

armadilhas com um feromdnio para atracdo do inseto (ALVES, 2016).
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3. CAPITULO |I: Compostos organicos volateis da bananeira atrativos para
Cosmopolites sordidus (Germar, 1823) (Coleoptera: Curculionidae)

RESUMO

A banana Musa spp. € uma das frutas tropicais mais importantes no mundo, porém, os
problemas fitossanitarios contribuem para reducdo de sua produtividade. Das pragas com
maior severidade, o moleque-da-bananeira Cosmopolites sordidus (Germar, 1823)
(Coleoptera: Curculionidae) é a mais frequente, necessitando de medidas efetivas para
controla-lo, sendo o controle comportamental uma alternativa para manter a populacéo de C.
sordidus abaixo do nivel de dano econdmico. Portanto, o objetivo do trabalho € identificar
compostos organicos volateis (COVs) liberados pela bananeira, determinando quais estdo
envolvidos na atratividade para C. sordidus. O pseudocaule foi coletado e armazenado em
B.O.D. a temperatura ambiente para fermentacdo. Os periodos de fermentacdo para analise
foram 15 e 30 dias, aléem dos testes com pseudocaule fresco. Os volateis de pseudocaule de
bananeira fresco e fermentados foram obtidos através da técnica de headspace dindmico. Os
extratos de headspace foram analisados e os compostos foram identificados por meio de
Cromatografia Gasosa acoplada ao Detector de lonizagdo em Chama (CG-FID) e
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-MS). Para identificar os
compostos eletrofisiologicamente ativos foi realizada a analise de Cromatografia Gasosa
acoplada a Eletroantenografia (CG-EAG). Nos bioensaios em olfatdmetro Y foi observada a
resposta comportamental de adultos de C. sordidus para os extratos de pseudocaule de
bananeira fresco e fermentado por 15 e 30 dias, dos compostos em CG-EAG e das misturas
desses compostos. Foi acrescentado ao trabalho o norisoprenoide teaspirano, composto
encontrado e identificado em folhas senescidas de bananeira. As analises quimicas revelaram
a presenca de cinco compostos no extrato de headspace para pseudocaule fresco, 19
compostos no extrato de pseudocaule fermentado por 15 dias e 11 compostos no extrato de
pseudocaule fermentado por 30 dias. Nos bioensaios de eletroantenografia, dois compostos e
0 teaspirano foram ativos para fémeas de C. sordidus. Os compostos identificados pertencem
a classe dos hidrocarbonetos e aldeidos, sdo eles, (Z)-f-ocimeno e tetradecanal,
respectivamente. (Z)-f-ocimeno, tetradecanal e teaspirano indicaram atratividade para C.
sordidus. O pseudocaule de bananeira fermentado durante 15 dias libera maior quantidade de
COVs, tendo como majoritarios 0os compostos (E)-S-ocimeno e hexadecanal. Os compostos
(2)-p-ocimeno, tetradecanal e teaspirano sdo ativos para fémeas de C. sordidus. Os COVs
liberados pela planta hospedeira elicia comportamento de atracdo para machos e fémeas de C.
sordidus. As misturas teaspirano + tetradecanal e (Z)-S-ocimeno + tetradecanal + teaspirano
desencadeiam resposta atrativa para machos e fémeas.

Palavras-chave: Manejo Integrado de Pragas, Ecologia Quimica, Eletroantenografia.
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CHAPTER I: Volatile organic compounds from banana attractive to Cosmopolites
sordidus (Germar, 1823) (Coleoptera: Curculionidae)

ABSTRACT

The banana Musa spp. It is one of the most important tropical fruits in the world, however,
phytosanitary problems contribute to a decrease in its productivity. Of the most severe pests,
the banana weevil Cosmopolites sordidus (Germar, 1823) (Coleoptera: Curculionidae) is the
most common, requiring effective measures to control it, with behavioral control being an
alternative to maintain the C. sordidus population below the level of economic
damage.Therefore, The objective of the work is to identify volatile organic compounds
(VOCs) released by banana plants, determining which are involved in the attractiveness to C.
sordidus. The pseudostem was collected and stored in B.O.D. at room temperature for
fermentation. The fermentation periods for analysis were 15 and 30 days, in addition to tests
with fresh pseudostem. Volatiles from fresh and fermented banana pseudostem were obtained
by the dynamic headspace technique. The headspace extracts were analyzed and the
compounds were identified using Gas Chromatography coupled to Flame lonization Detector
(GC-FID) and Gas Chromatography coupled to Mass Spectrometry (GC-MS). To identify the
electrophysiologically  active  compounds, Gas  Chromatography  coupled to
Electroantenography (CG-EAG) analysis was performed. In bioassays in a Y olfactometer,
the behavioral response of C. sordidus adults to fresh and fermented banana pseudostem
extracts for 15 and 30 days was observed, of compounds in CG-EAG and mixtures of these
compounds. The norisoprenoid theaspirane, a compound found and identified in senesced
banana leaves, was added to the work. Chemical analyzes revealed the presence of five
compounds in the headspace extract for fresh pseudostem, 19 compounds in the pseudostem
extract fermented for 15 days and 11 compounds in the pseudostem extract fermented for 30
days. In electroantenography bioassays, two compounds and theaspiran were active for C.
sordidus females. The identified compounds belong to the class of hydrocarbons and
aldehydes, they are (Z)-f-ocimene and tetradecanal, respectively. (Z)-f-ocimene, tetradecanal
and theaspirane indicated attractiveness to C. sordidus. The banana pseudostem fermented for
15 days releases a greater quantity of VOCs, the majority of which are the compounds (E)-f-
ocimene and hexadecanal. The compounds (Z)-f-ocimene, tetradecanal and theaspirane are
active for C. sordidus females. VOCs released by the host plant elicit attraction behavior for
C. sordidus males and females. The mixtures theaspirane + tetradecanal and (Z)-f-ocimene +
tetradecanal + theaspirane trigger an attractive response for males and females.

Keywords: Integrated Pest Management, Chemical Ecology, Electroantenography
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3.1. INTRODUCAO

A banana é uma das frutas mais consumidas no Brasil e no mundo, sendo uma das
principais culturas tropicais, cultivada em mais de 100 paises (FAO, 2012). E considerada
uma fonte alimentar muito importante (PERRIER et al., 2011), no mercado brasileiro é
amplamente aceita em todos os niveis sociais e boa parte da produgdo nacional é consumida
no mercado interno (BENNO et al., 2018).

Tem grande importancia socioecondmica no Brasil, pois é comercializada de norte a
sul no pais. Sendo uma cultura atrativa para pequenos e medios produtores, em razdo da
cadeia de producdo ofertar empregos e, consequentemente, influéncia no mercado, o que
beneficia para o crescimento nacionalmente (SILVA; CORDEIRO, 2000).

Um dos fatores limitantes a produtividade de banana € a incidéncia de pragas, entre
elas, Cosmopolites sordidus (Germar, 1823) (Coleoptera: Curculionidae) considerado a
principal praga da bananeira, no qual é encontrada em diferentes regides do mundo (GOLD et
al., 2001). Os seus danos séo ocasionados pela fase jovem da praga (denominada broca-do-
rizoma) que perfura galerias no rizoma e pseudocaule afetando diretamente a produtividade
da planta (DASSOU et al., 2015).

Gold et al. (2001) afirmam que C. sordidus, na fase adulta, ndo apresenta importancia
econdmica, porém € nessa fase em que as medidas de controle sdo aplicadas. Godfrey et al.
(2014) exemplificam o uso de extratos vegetais como uma estratégia de controle que tem sido
bastante utilizada, bem como o controle microbiano (FANCELLI et al., 2013), uso de
feromonios (REDDY; RAMAN, 2011; DUYCK et al., 2012) e o manejo cultural (DASSOU
et al., 2015).

Os insetos na fase adulta procuram alimento captando Compostos Organicos Volateis
(COV’s) atrativos que fluem da planta hospedeira (GOLD et al., 2002) e os machos produzem
um feromonio de agregacdo (BUDENBERG et al., 1993) ao qual ambos 0s sexos respondem
(BRAIMAH et al., 2004). A atratividade de cairomonios (volateis de plantas), para vérias
especies de gorgulhos, foi relatada (VAN TOL et al., 2002) como sendo usados para melhorar
0s sistemas de captura, agregar populagdes para a implantacdo de outras intervengOes de
manejo de pragas (VEGA et al.,, 2000) ou aumentar a atratividade de armadilhas iscadas
(CERDA et al., 1998).

Populacdes de C. sordidus podem ser monitoradas (MITCHELL, 1978) e controladas
(GOLD et al., 2002) no campo usando armadilhas de pseudocaule ou rizoma. Cuille (1950 )
e Budenberg et al. (1993a) relataram uma atracdo do gorgulho por volateis (cairomonios) do

pseudocaule e do rizoma da bananeira, materiais frescos e apodrecidos foram relatados como


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1046/j.1570-7458.2003.00025.x#b8
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igualmente atraentes. Embora outros relatérios tenham indicado que caules frescos sdo mais
atraentes do que material em fermentacdo (HORD; FLIPPIN, 1956). Os cairomoénios também
podem ser usados para aumentar a atratividade do feroménio (OEHLSCHLAGER et al.,
2000).

Abagale et al. (2018b), em estudo sobre a atratividade de diferentes estagios de
maturacdo de folhas de bananeira, sugeriram que as folhas no estagio de senescéncia
produziram mais volateis atrativos a C. sordidus que folhas frescas e secas artificialmente.
Abagale et al. (2018a) ao estudarem 0s compostos organicos volateis atrativos para o
moleque-da-bananeira descobriram que o (2R,5S)-teaspirano era o principal componente
ativo produzido pela senescéncia de folhas de bananeira e altamente atrativo para C. sordidus.

Desta forma, o objetivo do trabalho é caracterizar os COVs emitidos pela bananeira e
determinar através de eletroantenografia aqueles que estdo envolvidos na atratividade a C.

sordidus.
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3.2.  MATERIAL E METODOS
3.2.1. Coleta de Cosmopolites sordidus

As coletas de C. sordidus foram realizadas em abril e outubro de 2022 no municipio
de Branquinha, estado de Alagoas, em areas de assentamentos em lavouras de subsisténcias
com diversas culturas implantadas, dentre elas, a bananeira. Os insetos foram coletados em
plantas com danos evidentes causados por C. sordidus, como presenca de galerias nos tecidos
do pseudocaule e do rizoma, e consequentemente amarelecimento, podriddo e morte. As
bananeiras selecionadas foram aquelas ja caidas ao solo e em alto estado de decomposicéo,
condigBes ideais para permanéncia do inseto. As plantas foram cortadas e abertas

manualmente e com auxilio de facdo para coleta, havendo também, coleta das larvas.

3.2.2. Coleta do pseudocaule
As coletas de pseudocaule para analises também foram realizadas em abril de 2022 no

municipio de Branquinha, estado de Alagoas, em areas de assentamentos com plantacfes de
lavouras de subsisténcias com diversas culturas implantadas, inclusive a bananeira.

O pseudocaule foi coletado de bananeiras sem danos evidentes causados por C.
sordidus e armazenados em incubadora de Demanda Bioquimica de Oxigénio (B.O.D.) a

temperatura ambiente para fermentacao.

3.2.3. Obtencdo dos compostos organicos volateis do pseudocaule de Musa spp.

Os COVs do pseudocaule foram coletados, separadamente, de 100g de pseudocaule
em diferentes estados de conservacéo (fresco e fermentado por 15 e 30 dias). As extracdes dos
volateis ocorreram através da técnica de headspace dindmico em um sistema fechado de
vidro, sob fluxo continuo de ar sintético (1 L/min) previamente filtrado com carvéo ativado
(Figura 1).

Apobs 24 horas, os volateis adsorvidos na coluna de porapak Q, foi feita a dessor¢do
dos COVs utilizando 300 pL de hexano HPLC bidestilado. Os extratos foram acondicionados
em vials (vidros de borosilicato, 2 mL) e armazenados em freezer a -20 °C para analises

posteriores.
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Figura 1. Headspace dindmico de 100g de pseudocaule de bananeira no Laboratorio de
Pesquisa em Recursos Naturais da Universidade Federal de Alagoas, Maceid, Alagoas.

Fonte: Autor (2022).

3.2.4. Analise dos extratos em Cromatografia Gasosa acoplada ao detector de lonizacao
em Chamas (GC-FID)

Uma aliquota de 1 pl de cada extrato obtido nas aeracfes foi analisado em
Cromatografia Gasosa acoplada ao detector de lonizagdo em Chamas (CG-FID) no
equipamento Shimadzu QP2010 com coluna NST-05 (30 m, 0,25 mm d.i.; Restek®,
Bellefonte, PA, USA), com controle de pressao eletronico e operado no modo “splitless” com
nitrogénio como gas de arraste.

As condicdes de analise foram as seguintes: A programacdo da temperatura da coluna
foi de 40 °C por 5 minutos com aumento de 5 °C por minuto até atingir 130 °C e em sequéncia
aumentando 10 °C por minuto até atingir 280 °C, com o fluxo da coluna de 1,10 mL/min.

Com a anélise no CG-FID, foi realizada a observacdo da quantificacdo de compostos
especificos entre os tratamentos, e com a obtencdo do tempo de retencdo de cada composto,
cauculou-se o indice de Retencdo (IR), utilizando o padrdo de n-alcanos de 7 a 30 4&tomos de
carbono (SIGMA-ALDRICH) no mesmo equipamento e método usado nos extratos em modo
Split. Com isso, através dos tempos de retencdo dos compostos das amostras e do padrdo de
alcanos foi realizado o calculo do IR de cada composto com base na equacéo 1.

IR =100y + 100(z — y) * (trx — try)/(trz — try) (Equacéo 1)
Em que: trx = tempo de retengdo dos compostos de interesse; y= numero de carbonos do
hidrocarboneto que elui antes do composto X; z= nimero de carbonos do hidrocarboneto que

elui depois do composto X.
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3.2.5. Andlise dos extratos em Cromatografia Gasosa acoplado ao Espectrémetro de

Massas (GC — MS)

Uma aliquota de 1 pL do mesmo extrato foi analisada através de Cromatografia
Gasosa acoplada ao Espectrometro de Massas (CG-MS), modelo Shimadzu QP-2010,
equipado com uma coluna capilar ZB-5MS (60 m, 0,25 mm d. i., 0,25 um; J & W Scientific,
Folsom, California, EUA), com ionizacdo por impacto de elétrons (70 eV). O CG-MS foi
operado no modo Split, com a programacdo de temperatura de 40 °C permanecendo por 9
minutos, aumentando 5 °C por minuto até 130 °C e aumentando 10 °C por minutos até atingir
280 °C. O gés de arraste utilizado foi o hélio, com fluxo de 1,31 mL/minuto. Os compostos
presentes foram identificados por meio das analises de fragmentagdo, indice de Retencéo, e
comparagdes com as bibliotecas NIST, WILEY e FFNSC do espectrometro.

3.2.6. Analise dos extratos em Cromatografia Gasosa acoplada a eletroantenografia

(GC -EAG)

A identificacdo dos compostos eletrofisiologicamente ativos dos extratos foi realizada
através de Cromatografia Gasosa acoplada a Eletroantenografia. Utilizando uma aliquota de 2
uL do extrato de headspace foi analisada no cromatografo gasoso acoplado ao detector de
ionizacdo em chama (CG-FID) modelo QP-10, operado no modo Splitless, com coluna capilar
RTX-5 (30mm x 0,25mm x 0,25 um) (RESTEK Chromatografhy Products). As condi¢des de
operacdo do equipamento iniciaram com (50 °C por 1 minuto, aumentando 6 °C por minuto
até atingir 130 °C, aumentando 15 °C por minuto, até atingir 280 °C, com o fluxo da coluna de
2,17 mL/min).

Para a retirada das antenas dos insetos foi utilizado lupa estereoscopica, as antenas
foram cuidadosamente cortadas na base do escapo com auxilio de tesouras e pingas
entomoldgicas, e conectadas a um eletrodo de prata, onde o flagelo foi colocado no eletrodo
de trabalho e fixado no eletrodo de referéncia. Para cobrir as extremidades da antena, utilizou-
se um gel condutor que também auxilia na conecgédo da antena ao sistema.

Os sinais das antenas foram registrados através do amplificador de alta impedancia
(IDAC4, Syntech 2004), sendo que as respostas do EAG e a andlise do FID foram registradas
simultaneamente pelo software Autopike32, Syntech 2008. Na anélise das respostas do CG -
EAG foram observadas a relacdo entre o sinal do EAG absoluto e os ruidos da linha base e os
picos correspondentes dos compostos presentes na amostra registrados pelo CG-FID. As

respostas ativas foram consideradas com mais de duas repeticoes.
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3.2.7. Bioensaio em olfatdometro Y

A resposta comportamental de adultos de C. sordidus para os extratos de headspace
dindmico de pseudocaule de bananeira fresco e fermentado por 15 e 30 dias foi verificada
usando o olfatdmetro em Y, operado com um fluxo de ar continuo de 1,4 L/min, previamente
umidificado e filtrado com carvéo ativado.

A fonte de odor utilizada foi um pedaco de papel de filtro (2 x 2 cm) impregnado com
10 uL do extrato de headspace dindmico de pseudocaule ou hexano HPLC (controle), que foi
colocado na base de cada braco do olfatdmetro. Os insetos foram introduzidos na base do tubo
principal do olfatdbmetro e seu comportamento foi observado durante 5 minutos. A resposta
foi registrada quando o besouro caminhava até a porcdo correspondente a 75% do braco
escolhido. E como néo resposta, quando o besouro ndo caminhava contra o fluxo de ar e/ou
ndo atingia a porcdo considerada durante os 5 minutos observados. Foram testadas 40 fémeas
e 40 machos para cada tratamento, sendo considerado cada espécime como uma repeticdo. A
fonte de odor foi trocada a cada individuo testado.

Os padrdes sintéticos dos compostos eletrosifiologicamante ativos identificados nos
extratos de headspace dindmico de pseudocaule fresco e fermentado por 15 e 30 dias e do
composto encontrado em folhas de bananeira, teaspirano, foram adquiridos comercialmente
com grau de pureza > 98,5%. Solucdes desses compostos em hexano foram preparadas em
uma concentracdo total de 100 puL/mL para uso nos bioensaios comportamentais. Esta
concentracdo foi escolhida com base em andlises preliminares em PUFF. A partir das
solucdes dos padrdes sintéticos bioativos foram preparadas quatro misturas: M1 (teaspirano +
tetradecanal), M2 (teaspirano + (Z)-f-ocimeno), M3 (tetradecanal + (Z)-f-ocimeno) e M4
((2)-p-ocimeno + teaspirano + tetradecanal). Para cada teste realizado, o preparo das misturas
foi utilizado volumes iguais de cada um dos padrdes sintéticos e utilizando a dosagem de 10
uL de cada mistura testando os compostos bioativos individuais e as misturas na proporcao
(1:1:1)

Para anélise dos dados das respostas dos insetos para os diferentes compostos/misturas
em olfatbmetro, os dados foram transformados em porcentagem e foi usado o teste Qui-
quadrado atraves do Software SAS. Os insetos que ndo escolheram nenhum dos bracos (ndo

respondentes) foram excluidos da analise estatistica.
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3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O extrato obtido por headspace dindmico de pseudocaule de bananeira fresco indicou
a presenca de cinco compostos (Figura 2A), tendo como majoritario o composto de nimero 6
identificado como hidrocarboneto (E)-f-ocimeno (Tabela 1).

Figura 2. Cromatograma comparativo de extrato de headspace dindmico de pseudocaule de bananeira
fresco (A); fermentado durante 15 dias (B), e fermentado durante 30 dias (C). *Numeracdo dos
compostos a partir do tempo de retencéo.
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Com 15 dias de fermentacdo do pseudocaule foi observado maior nimero de
compostos, tendo 19 compostos identificados, mantendo como majoritério o (E)-f-ocimeno
(6) e destacando o aldeido hexadecanal (19) que também estava presente no extrato de
pseudocaule fresco, porém em menor abundancia (Figura 2B).

No extrato de headspace dindmico do pseudocaule fermentado por 30 dias, foi
observada a presenca de 11 compostos (figura 2C), porém com menor abundancia em relacédo
ao extrato da fermentacdo por 15 dias, e apresentando como majoritario o composto de

namero 20 indicado como o hidrocarboneto 9-eicoseno (Tabela 1).
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Tabela 1. Compostos presentes em extratos de headspace dinamico de pseudocaule de
bananeira, fresco e fermentado durante 15 e 30 dias. Proposto pela anélise de GC-MS.

Ne TR IRC IRL Compostos Classe

1 11,73 875 - N&o Identificado -

2 14,90 895 - N&o Identificado -

3 18,49 988 988 3-octanona** Cetona

4 18,61 991 992 B-mirceno** Hidrocarboneto
5 19,85 1038 1037 (2)-p-ocimeno** Hidrocarboneto
6 20,12 1049 1049 (E)-p-ocimeno™* Hidrocarboneto
7 21,21 1093 1093 1-undeceno** Hidrocarboneto
8 21,51 1105 1105 Nonanal** Aldeido

9 21,73 1116 1117 Benzenoetanol** Alcool

10 22,27 1141 1135 (2)-epoxiocimeno* Epoxido

11 24,06 1228 1217 Carveol* Alcool

12 24,82 1268 1273 Acetofenona* Cetona

13 25,25 1290 - Nao ldentificado -

14 25,42 1299 1300 Indol* Alcaloide
15 27,83 1439 1440 trans-Cariofileno** Sesquiterpeno
16 30,45 1606 1585 Oxido Cariofileno* Terpenoide
17 30,59 1615 1615 Tetradecanal** Aldeido

18 31,82 1700 - N&o Identificado -

19 32,06 1717 1817 Hexadecanal* Aldeido

20 36,66 2076 1914 9-eicoseno* Hidrocarboneto
21 38,83 2277 2271 9-tricoseno™ Hidrocarbonteo

N°= ndmero do pico; TR = Tempo de retengdo; IRC = Indice de retencio calculado; IRL = Indice de retencfo de
acordo com a literatura; *compostos com identificacdo proposta por meio das anélises de fragmentacdo dos
espectros de massa; ** confirma¢do dos compostos identificados com padrbes. Analise CG-FID com coluna
NST-05; andlise GC-MS com coluna ZB-5MS.

Os compostos emitidos na fermentacdo do pseudocaule de bananeira e indicados
pelo GC-MS estédo divididos em oito classes, séo elas, dos hidrocarbonetos (#-mirceno, (Z)-
S-ocimeno, (E)-g-ocimeno, 1-undeceno, 9-eicoseno e 9-tricoseno), aldeido (tetradecanal,
hexadecanal e nonanal), alcool (benzenoetanol e carveol), cetona (3-octanona e
acetofenona), alcaloide (Indol), sesquiterpeno (trans-cariofileno) terpenoide (6xido
cariofileno) e epoxido ((Z)-epoxiocimeno) (Tabela 1).

Cosmopolites sordidus pode ser monitorado em campo (MITCHELL, 1978) e
controlado usando armadilhas de pseudocaule (GOLD et al., 2002), foi estipulado que as
combinagBes de feromonio e volateis da planta hospedeira podem interagir unicamente para
atrair e capturar insetos (BUDENBERG et al., 1993; JAYARAMAN et al., 1997).

Um estudo realizado na Costa Rica revelou que armadilhas de pseudocaule com iscas
de ferombOnio de agregacdo causaram aumento de 5 a 10 vezes na atratividade para o
moleque-da-bananeira (ALPIZAR; FALLAS, 1997). Em experimentos de olfatometria,
Tinzaara et al. (2002) constataram que um maior numero de insetos respondeu aos tecidos de

banana fermentados combinados com o feroménio de agregacdo em comparagdo com 0S
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tratamentos individuais. Outros estudos também indicaram que o extrato da banana e o extrato
da planta hospedeira fermentada aumentam a atratividade do feromonio para o moleque-da-
bananeira quando utilizados juntos (REDDY et al., 2008; PALANICHAMY et al., 2011).

Resultados de Budenberg et al. (1993a) sugerem que o material de pseudocaule
fermentado € um atrativo t&o bom quanto o material fresco para C. sordidus, porém resultados
de campo mostram que mais insetos séo capturados usando armadilhas de pseudocaule
frescos, isso pode ocorrer porque as capturas de armadilhas de campo refletem tanto a
atratividade das armadilhas quanto sua capacidade de retencdo, contudo o material mais
fresco pode ser uma fonte de alimento preferida em relagdo ao material fermentado.

Nos testes de olfatometria com os extratos de headspace dindmico de pseudocaule de
bananeira, fresco e fermentado durante 15 e 30 dias, ndo foram observadas diferencas
significativas na resposta comportamental de machos e fémeas frente aos extratos (P> 0,05)
(Figura 3).

Figura 3. Resposta comportamental de fémeas (n=40) e machos (n=40) de Cosmopolites
sordidus para extrato de Pseudocaule Fresco (A); pseudocaule fermentado por 15 dias (B); e
pseudocaule fermentado por 30 dias (C), em olfatdmetro do tipo Y de dupla escolha.
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As respostas comportamentais de C. sordidus ndo indicam atratividade dos extratos,
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mesmo com os relatos na literatura que demostram essa atividade. Entretanto, nos testes de
eletroantenografia foram identificados dois compostos ativos que estdo presentes de forma
minoritaria nos extratos de headspace dinamico de pseudocaule de bananeira fresco e
fermentado durante 15 dias (Figura 4). A observacdo de compostos minoritarios como

ativos nos extratos, pode explicar o resultado observado no teste de olfatometria realizado.

Figura 4. Resposta eletroantenografica de fémea de Cosmopolites sordidus para 0s
compostos do extrato de pseudocaule de bananeira fresco (A) e extrato de pseudocaule de
bananeira fermentado por 15 dias (B). (|) Indicacdo da resposta com pico do composto
correspondente. (Coluna RTX-05; 5=(Z)- -ocimeno; 17= tetradecanal).
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Nos bioensaios de eletroantenografia observou-se atividade para 0 composto 5 no extrato
de pseudocaule de bananeira fresco, sendo identificado como (Z)-f-ocimeno. Para o extrato
do pseudocaule fermentado por 15 dias observou-se resposta para composto 17, identificado
como tetradecanal (Tabela 1). Em anélise eletroantenografica também foi observada resposta
ativa quando as antenas de fémeas de C. sordidus foram expostas ao composto teaspirano
(Figura 5).
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Figura 5. Resposta eletroantenografica de fémea de Cosmopolites sordidus para o teaspirano.
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Nos testes de olfatometria com os padrdes dos compostos obtidos dos extratos de
headspace dinamico de pseudocaule de bananeira e do teaspirano, foram observadas
diferencas significativas nas respostas comportamentais de machos e fémeas frente aos
padrdes (P> 0,05) para o teaspirano e (Z)-p-ocimeno, em contrapartida, o tetradecanal se
mostrou atrativo apenas para machos (Figura 6).
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Figura 6. Resposta comportamental de fémeas (n=20) e machos (n=20) de Cosmopolites
sordidus para os compostos teaspirano (A); (Z)-p-ocimeno (B); e tetradecanal (C), em
olfatdbmetro do tipo Y de dupla escolha.
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Nos testes de olfatometria com as misturas dos padrdes dos compostos obtidos dos
extratos de headspace dinamico de pseudocaule de bananeira e com o teaspirano foram
observadas diferencas significativas nas respostas comportamentais de machos e fémeas
frente aos tratamentos (P> 0,05) Misturas 1 e 4 (Figura 7A e D), por outro lado as misturas

2 e 3 mostraram-se atrativas apenas para fémeas (Figura 7B e C).
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Figura 7. Resposta comportamental de fémeas (n=20) e machos (n=20) de Cosmopolites
sordidus para a mistura dos padrdes definidas como: mistura 1 = teaspirano+tetradecanal (A);
mistura 2 = teaspirano+(z)-#-ocimeno (B); mistura 3 = (z)-B-ocimeno+tetradecanal (C);
mistura 4 = teaspirano+tetradecanal+(z)-#-ocimeno (D), em olfatdbmetro do tipo Y de dula
escolha.
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Os compostos volateis liberados pelas plantas desempenham papeéis fundamentais em
diversas atividades dos insetos, onde os proprios insetos se orientam pelos odores captados
para explorar os recursos contidos em seu meio, encontrar alimento e identificar locais de
oviposicdo (GOLD et al., 2001). Plantas hospedeiras chegam a liberar inUmeros compostos,

no entanto estudos mostram que somente uma pequena parcela dos componentes presentes em
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uma mistura pode ser localizada pelas antenas do inseto e outra parte menor ainda pode estar
envolvida no estimulo a mudangas no comportamento de insetos fitéfagos (FRASER et al.,
2003).

No presente trabalho, com uso das técnicas de CG-EAG e CG-MS foi possivel
identificar dois compostos: (Z)-B-ocimeno e tetradecanal, presentes no extrato de pseudocaule
fresco e fermentado por 15 dias e teaspirano. Apds serem identificados como ativos para
machos e femeas de C. sordidus foram observados quais dos compostos influenciam na
atratividade para o inseto. Ao confirmar que esses volateis possam contribuir para a atracéo de
C. sordidus, os bioensaios comportamentais foram realizados para demonstrar que as misturas
testadas possivelmente influenciam no comportamento e na atratividade de adultos de C.
sordidus.

A comparacdo comportamental observada dos compostos bioativos testados
individualmente e em misturas apresentou melhor resposta comportamental para as misturas,
esse fato corrobora com Bruce et al. (2011), onde afirmam que o comportamento dos insetos,
qguando induzidos por misturas de volateis, € mais influenciado do que quando induzido por
compostos individuais, entdo, as misturas de volateis originam respostas comportamentais
diferentes das respostas proporcionadas por compostos individuais. Portanto, existe um nivel
de percepcdo da qualidade do odor que depende de algumas combinacdes de volateis para
formar a percepgédo completa detectada pelo inseto.

Budenberg et al. (1993a) relataram atracdo do inseto a volateis (cairomdnios) do
pseudocaule da bananeira. Com isso cairomdnios podem ser usados para aumentar a
atratividade do feroménio (BUDENBERG et al., 1993b; OEHLSCHLAGER et al., 2000) e
estudos preliminares indicam que volateis da planta hospedeira podem potencializar o
feromonio de agregacdo (TINZAARA et al., 2007). Tewari et al. (2014) argumentaram que a
atratividade de iscas a partir de feroménios para muitas espécies de insetos pode ser
aumentada através da combinagdo com volateis oriundos de plantas hospedeiras.

O p-ocimeno é um hidrocarboneto conhecido por ser constituinte comum de odores
florais que atraem insetos, incluindo os inimigos naturais ou polinizadores (DUDAREVA et
al., 2003; TANG; ZHANG; ZHANG, 2016). E um composto bastante comum na mistura
volatil emitida por plantas em resposta a herbivoria e danos mecéanicos (BORGES et al., 2018;
PARE; TUMLINSON, 1998).

War et al. (2012) observaram que compostos como o S-ocimeno foi emitido apos
algumas horas de infestagdo pela Leptinotarsa decemlineata (Say, 1824) (Coleoptera:

Chrysomelidae) em plantas de tomate (Solanum lycopersicum). Esse composto tem sido
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descrito defendendo as plantas impedindo a oviposicdo e causando toxicidade para o
herbivoro atraindo inimigos naturais e ajudando as plantas a ndo sofrerem maiores danos.
Plantas de tomate, quandocultivadas em conjunto com plantas de tabaco (Nicoatiana tabacum)
manifestando o p-ocimeno, também mostraram uma inducdo na defesa contra afideos,
reforcando o papel deste composto comocandidato para uso em uma estratégia de controle de
pragas agricolas, apontam Cascone et al. (2015).

Ao estudar respostas de Odoiporus longicollis G.A.K. Marshall, 1930 (Coleoptera:
Curculionidae) a cairomonios de pseudocaule da bananeira, Alagesan et al. (2018)
observaram que os volateis da planta hospedeira atuam como atrativos, as respostas
comportamentais em insetos machos e femeas exibiram resultado de 47,5% ao f-ocimeno,
para atracdo do inseto, concluindo que o p-ocimeno é fundamental na atracdo de O.
longicollis.

Oliveira (2014) quando estudou o envolvimento de semioquimicos na interagao
tritrofica entre a palma forrageira (Opuntia cochenillifera), cochonilha de escamas (Diaspis
echinocacti) e seu predador Zagreus bimaculosus (Mulsant, 1850) (Coleoptera:
Coccinellidae) percebeu que houve respostas eletrofisioldgicas das antenas de fémeas de Z.
bimaculosus para o composto tetradecanal.

Cooperband et al. (20008) ao testar as respostas das antenas de fémeas de Culex
pipiens quinquefasciatus Say, 1823 (Diptera: Culicidae) a volateis de fezes de galinha
acidificadas encontraram oito aldeidos que geraram respostas nas antenas dos mosquitos,
dentre eles estava o tetradecanal como destaque.

Ao estudar a ecologia quimica de abelhas, Pianaro (2007) identificou o tetradecanal
como 0 composto majoritario em extratos de abdémen de abelhas operarias de Plebeia
droryana (Friese, 1900) (Hymenoptera: Apidae) e estad presente em suas glandulas de Dufour.
O tetradecanal vem sendo descoberto em Helicoverpa armigera juntamente com o (Z)-11-
hexadecenal, no qual, € um dos mais importantes compostos presentes na glandula sexual de
fémeas de H. armigera, primeiro componente descrito e também foi o primeiro e unico
feromonio de longa distancia descoberto para a espécie (ZHANG, et al., 2012).

Estudos anteriores mostraram que a selecdo da planta hospedeira por C. sordidus
adulto é influenciada por um cairomonio volatil altamente atrativo oriundo de folhas de
bananeira senescidas (BRAIMAH; VAN EMDEN, 1999). Abagale et al. (2018b) em testes
de comportamento laboratoriais utilizando folhas senescidas naturalmente, observaram que o
(2R,5S)-teaspirano é tdo atraente quanto o material foliar natural da planta e apresenta-se

como uma nova ferramenta para o controle de C. sordidus.
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A resposta olfativa de insetos a extratos vegetais (hospedeiros) € de carater especifico,
podendo haver semelhanca na atratividade das espécies, dependendo da presenca de odores,
grau de fermentacdo e hdabitos alimentares. Tecidos vegetais em estado de fermentacao
possuem maior concentracdo de volateis do que tecidos conservados, existindo uma
correlagdo positiva entre o grau de fermentagdo, concentragdo de odores marcantes e a
atratividade para o inseto (GIRON-PEREZ et al., 2009).

Tinzaara et al., (2007) afirmam que a combinacao entre cairomonios e o feroménio de
agregacao liberados pelos machos de C. sordidus amplia a capacidade atrativa de armadilhas
utilizadas no monitoramento desse inseto em campo. Combinagbes entre cairomonios e
feromonio podem ser eficientes formas de controle, utilizando grande ndmero de iscas na
coleta massal (KAAYA et al. 1993). Jayaraman et al. (1997) destacam que esta combinacgéo
pode apresentar excelentes resultados na coleta massal. Portanto, a informacgédo obtida com
este presente trabalho permitird aprimorar as estratégias de Manejo Integrado de Pragas na

cultura da bananeira.
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3.4. CONCLUSAO

O pseudocaule de bananeira fermentado durante 15 dias libera maior quantidade de
compostos volateis, tendo como majoritarios os compostos (E)-f-ocimeno e hexadecanal.

Os compostos (Z)-f-ocimeno, tetradecanal e teaspirano sdo ativos para fémeas de C.
sordidus.

Os compostos volateis liberados pela planta hospedeira elicia comportamento de
atracdo para machos e fémeas de C. sordidus.

As misturas teaspirano + (Z)-p-ocimeno e (Z)-f-ocimeno + tetradecanal + teaspirano

desencadeiam resposta atrativa para machos e fémeas.
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CAPITULO Il

4. CAPITULO II: FormulagGes com compostos volateis de Musa spp. associados ao
feromonio sintético (Sordidina) para atratividade de Cosmopolites sordidus (Germar,,

1823) (Coleoptera: Curculionidae)

RESUMO

O moleque-da-bananeira Cosmopolites sordidus (Germar, 1823) (Coleoptera: Curculionidae)
destaca-se como a principal praga da banana, limitando a producdo devido aos danos
provocados no rizoma e pseudocaule da planta, além de diminuir o potencial de producéo,
gerando prejuizos econdémicos. O presente trabalho objetivou avaliar o efeito da combinacgéo
dos volateis da planta hospedeira Musa spp. com o feromonio sintético Sordidina, a fim de
potencializar a atratividade ao C. sordidus. Foram preparados extratos hexanicos contendo o
feroménio. Os constituintes volateis do pseudocaule que desencadeiaram a resposta antenal e
identificados anteriormente: (Z)-f-ocimeno, tetradecanal e teaspirano, foram utilizados em
bioensaios laboratoriais misturados ao feroménio sintético para verificar melhores respostas
atrativas para C. sordidus. As formulacbes foram preparadas obtendo o0s seguintes
tratamentos: M; (feromOmio+tetradecanal), M, (feromonio+(Z)-f-ocimeno) e M;s
(feromdnio+teaspirano), tendo o feromdnio como controle na proporcdo 1:1. Os bioensaios
foram conduzidos no Laboratério de Pesquisa em Recursos Naturais (LPqRN) - (UFAL)
utilizando um olfatbmetro de mdltipla escolha. O teste foi realizado de acordo com o seguinte
confronto: feromonio versus feromonio + (Z)-p-ocimeno versus feromoénio + tetradecanal
versus feromonio + theaspirano. O ensaio experimental semi-campo foi conduzido no jardim
organico policultural do Centro em Recuperagio de Areas Degradadas. Foram instaladas duas
armadilhas tipo pitfal, uma iscada com feromdnio+teaspirano e a outra com apenas
feromonio. Este teste foi realizado apenas para comparar a atratividade em campo das duas
iscas no periodo de um més com coletas realizadas a cada trés dias. Com base nos resultados
obtidos, foi demonstrado que misturas de compostos volateis do hospedeiro e feromdnio pode
aumentar a resposta atrativa de adultos de C. sordidus. O teaspirano adicionado ao feroménio
potencializou a atratividade de C. sordidus.

Palavras-chave: Sinergia; moleque-da-bananeira; feromonio de agregagéo.
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CHAPTER II: Formulations with volatile compounds from Musa spp. associated with the
synthetic pheromone (Sordidina) for the attractiveness of Cosmopolites sordidus

(Germar, 1823) (Coleoptera: Curculionidae)

ABSTRACT

The banana weevil Cosmopolites sordidus (Germar, 1823) (Coleoptera: Curculionidae) stands
out as the main pest of bananas, limiting production due to damage caused to the rhizome and
pseudostem of the plant, in addition to reducing production potential, generating economic
losses. The present work aimed to evaluate the effect of the combination of volatiles from the
host plant Musa spp. with the synthetic pheromone Sordidine, in order to enhance the
attractiveness to C. sordidus. Hexane extracts containing the pheromone were prepared. The
volatile constituents of the pseudostem that triggered the antennal response and identified
previously: (Z)-p-ocimene, tetradecanal and teaspiran were used in laboratory bioassays
mixed with synthetic pheromone to verify better attractive responses to C. sordidus. The
formulations were prepared by obtaining the following treatments: M1
(pheromone+tetradecanal), M2 (pheromone+(Z)-B-ocimene) and M3 (pheromone+teaspiran),
with pheromone as control in a 1:1 ratio. The bioassays were conducted at the Natural
Resources Research Laboratory (LPqRN) - (UFAL) using a multiple choice olfactometer. The
test was carried out according to the following comparison: pheromone versus pheromone +
(2)-B-ocimene versus pheromone + tetradecanal versus pheromone + theaspiran. The semi-
field experimental trial was conducted in the polycultural organic garden of the Center for the
Recovery of Degraded Areas. Foram instaladas duas armadilhas tipo pitfal, uma iscada com
feromOnio+teaspirano e a outra com apenas feromonio. This test was carried out only to
compare the field attractiveness of the two baits over a period of one month with collections
carried out every three days. Based on the results obtained, it was demonstrated that mixtures
of host volatile compounds and pheromone can increase the attractive response of C. sordidus
adults. Theaspiran added to the pheromone enhanced the attractiveness of C. sordidus.

Keywords: Synergy, banana weevil, aggregation pheromone.
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4.1. INTRODUCAO
O controle comportamental é uma alternativa para o0 manejo do moleque-da-bananeira

Cosmopolites sordidus (Germar, 1823) (Coleoptera: Curculionidae), evitando ou diminuindo
0 uso de inseticidas e ndo interferindo em outros organismos, pois apresenta acdo seletiva a
praga e ndo causa distarbio no equilibrio ecoldgico (MOREIRA et al., 2005; WITZGALL et
al., 2010).

De acordo com Mesquita (2003), a utilizacdo deste método de controle para C.
sordidus se da através do uso de feromodnio sintético ou por iscas de pseudocaule em
armadilhas para atrair e capturar o inseto, diminuindo, portanto, a infestacdo no cultivo, visto
que a praga se dirige as armadilhas ao invés do pseudocaule da bananeira (FIGUEIREDO et
al., 2008).

Mesquita (2003) afirma que o feroménio de agregacdo liberado por machos de C.
sordidus foi identificado como sendo um conjunto de seis compostos no qual um composto
principal foi isolado. Beauhaire et al. (1995) identificaram e sintetizaram os constituintes do
feromonio, que passou a ser conhecido como sordidina e que teve sua atividade bioldgica
comprovada a partir de Cromatografia Gasosa acoplada a eletroantenografia (CG-EAD) e
através de avaliacGes de campo.

A empresa Biocontrole do estado de So Paulo comercializa no Brasil um produto
denominado de Cosmolure® a base do feroménio Sordidina. Em testes realizados pela
Embrapa Agroindustria Tropical, em Quixeré, no Estado do Ceard, foram utilizados quatro
iscas do feromdnio por hectare de bananeira irrigada, concluindo que as iscas com feromonio
possuem melhor eficiéncia na atratividade de adultos de C. sordidus do que as iscas de
pseudocaule (MESQUITA, 2003).

Os semioquimicos liberados pelas plantas hospedeiras provocam inlmeras respostas
comportamentais nos insetos de tal maneira que os habitos especificos manifestados sdo
resultados da acdo exclusiva dos compostos da planta hospedeira (REDDY; GUERRERO,
2004). Entdo, metodos promissores usados no controle de insetos-praga influenciam no seu
comportamento, utilizando misturas sintéticas de semioquimicos, podendo ser usados como
iscas para monitorar a presenca dos insetos (REISENMAN et al., 2016).

O conhecimento do papel ecoldgico dos cairoménios revela o potencial de sua
aplicabilidade no manejo integrado de pragas. Os cairomonios, assim como 0s feromonios,
podem ser empregados para detectar e monitorar populacoes de insetos (NORIN, 2007). Para
aumentar a eficiéncia na captura de C. sordidus, é indicado associa¢do entre o feroménio e
volateis da planta hospedeira (cairoménios) (BATISTA FILHO et al., 2002; ABAGALE et
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al., 2018), uma vez que a localizacdo do hospedeiro envolve a detecgéo e utilizagdo de seus
volateis (BRUCE et al., 2005), por exemplo, espécies como o bicudo da ameixa,
Conotrachelus nenuphar Herbst, 1797 (Coleoptera: Curculionidae), Bicudo do algodoeiro,
Anthonomus grandis Boheman, 1843 (Coleoptera: Curculionidae) e o bicudo da cana-de-
acucar, Diaprepes abbreviatus Linnaeus, 1758 (Coleoptera: Curculionidae) sdo exemplos de
besouros que utilizam os compostos orgénicos volateis (COVs) emitidos por sua planta
hospedeira para encontra-las (BRUCE; PICKETT, 2011; HOCK et al., 2017), Fancelli et al.
(2015) ainda destacam que o pseudocaule de plantas cortadas em até 15 dias apds a colheita
tem alta atratividade ao inseto. Neste sentido, Abagale et al. (2018) observaram que adultos
do moleque-da-bananeira foram atraidos por volateis de folhas senescidas de bananeira.

Semioquimicos emitidos pelas plantas podem ser utilizados para minimizar 0s custos
de controle de pragas quando combinados com ingredientes ativos feromonais, acrescentando
pequenas quantidades de volateis da planta hospedeira misturados ao feromonio, onde se
aproveita o sinergismo existente entre o feroménio e os cairomonios da planta hospedeira,
melhorando a atracdo da praga alvo resultando em maiores chances de sucesso para 0 manejo
integrado de pragas (CERUTI, 2007).

Em alguns casos iscas baseadas somente em feromonio sintético ndo sdo
completamente atrativas para a maioria dos insetos e sdo improvaveis de serem
completamente competitivas com 0s sinais que emanam das plantas hospedeiras e dos
alimentos, isso seria esperado ocorrer principalmente com insetos especialistas (RIBEIRO et
al., 2010; MAGALHAES et al., 2016).

Diante do exposto, o presente trabalho tem como objetivo avaliar o efeito sinérgico da
combinagdo dos volateis de bananeira com o ferombnio sintético (Sordidina), a fim de

potencializar a atratividade ao moleque-da-bananeira.
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4.2. MATERIAL E METODOS
4.2.1. Feromonio
Foi utilizado o feromdnio sintético Sordidina formulado por ChemTica Internacional,

AS, San José, Costa Rica, empregado para o monitoramento do moleque da bananeira
(Cosmopolites sordidus). E um feroménio do tipo liquido de cor amarelada (cetal biciclico).
Seguindo as recomendacdes do fabricante é necessario utilizar trés armadilhas por hectare
sendo trocado a cada 30 dias. Este produto esta registado no MAPA para a cultura da banana,
com classificacao toxicoldgica IV (pouco tdxico) e classificagdo ambiental 1V (pouco toxico
ao meio ambiente). Conforme indicacdes recomenda-se também utilizar as armadilhas durante
0 ano inteiro apos a instalacdo da cultura para facilitar e deixar 0 monitoramento das pragas

mais eficiente.

4.2.2. Formulagdes dos Compostos Volateis Sintéticos
Os padrdes sintéticos dos compostos eletrosifiologicamante ativos ((Z)-4-ocimeno,

tetradecanal e teaspirano) foram adquiridos comercialmente (Sigma-Aldrich, Brasil) com
grau de pureza > 98,5%. Solucdes desses compostos em hexano foram preparadas em uma
concentracdo total de 100 ppm para uso nos bioensaios comportamentais. Esta concentracdo
foi escolhida com base em bioensaios preliminares.

Inicialmente preparou-se uma solucdo estoque de 1000ppm, pesando 1 mg do
composto sintético e diluindo em 1mL de hexano grau HPLC. A solucdo de 100 uL/mL foi
preparada a partir de uma aliquota de 0,1mL da solucdo estoque de 1000ppm e diluiu em 0,9
mL de hexano grau HPLC.

Para o preparo das misturas foram utilizados volumes iguais de cada um dos padrdes
sintéticos. Sendo os compostos bioativos (teaspirano, tetradecanal e (Z)-f-ocimeno) no qual
foram analisados associados ao feromdnio sintético. Volumes de 10 pL de cada solucdo dos
compostos nas concentracdes de 100 ppm foram formulados em frascos tipo eppendorfs

(10,7 mm de didmetro x 39,5 mm de altura).

4.2.3. Tratamentos
Os tratamentos foram os compostos volateis oriundos de partes da bananeira: (2)-4-

ocimeno e tetradecanal encontrados no pseudocaule e o teaspirano composto encontrado nas
folhas da bananeira.

A partir da confirmacdo da atratividade dos compostos para os insetos, atraves de
bioensaios, os tratamentos foram entdo definidos com base na jungdo dos compostos com o

feromonio sintético e confrontados entre si e 0 controle, resultando nos seguintes tratamentos:
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feromonio + (Z)-g-ocimeno (T1); feromonio + tetradecanal (T2); feroménio + teaspirano (T3)

e controle.

4.2.4. Bioensaios Comportamentais
Olfatdmetro em Y

A resposta comportamental individual de adultos de C. sordidus para cada tratamento
(T1; T2; T3; Controle) foi verificada usando o olfatbmetro em Y, operado com um fluxo de ar
continuo de 1,4 L/min, previamente umidificado e filtrado com carvéo ativado.

A fonte de odor utilizada foi um pedaco de papel de filtro (2 x 2 cm) impregnado com
10 uL de cada tratamento ou hexano HPLC (controle), que foi colocado em cada brago do
olfatbmetro. Os insetos foram introduzidos na base do tubo principal do olfatbmetro e seu
comportamento foi observado durante 5 minutos. A resposta foi registrada quando o besouro
caminhava até a porcéo correspondente a 75% do brago escolhido. Foram testadas 20 fémeas
e 20 machos para cada tratamento, sendo considerado cada espécime como uma repeticdo. A
fonte de odor foi trocada a cada individuo testado.

Solucdes dos tratamentos foram preparadas em uma concentracdo total de 100 ppm
para uso nos bioensaios comportamentais. Esta concentracdo foi escolhida com base em
analises preliminares em PUFF.

Olfatébmetro de 4 bragos

Para avaliar o comportamento de adultos de C. sordidus diante dos tratamentos, foram
confrontados entre si, a0 mesmo tempo, cada um dos tratamentos avaliados tendo o feroménio
sintético sordidina como tratamento controle.

Os bioensaios foram conduzidos no Laboratorio de Pesquisa em Recursos Naturais
(LPgRN) da Universidade Federal de Alagoas - (UFAL) utilizando um olfatbmetro de quatro
bracos, durante a escotofase, entre 16:00 e 18:30 h com temperatura média de 26,2 °C e
umidade relativa média de 40%, foram utilizados machos e fémeas. Pelo fato de serem
realizados no escuro, os bioensaios foram conduzidos com auxilio de uma luz vermelha, para
visualizagcdo do comportamento do inseto.

O olfatbmetro de quatro bragos consiste em uma cdmara de vidro (25 cm de
comprimento x 20 cm de largura x 10 cm de altura) contendo quatro bracos laterais e uma
bomba de ar ao centro da arena. O olfatdbmetro funciona com vécuo, onde o ar é sugado pelo
centro da arena e os tratamentos s&o liberados pelos bracos, o ar que operou no olfatbmetro

foi purificado por meio de passagem por um filtro de carvéo ativo (Figura 8).
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Figura 8. Olfatdmetro de maltipla escolha.

Fonte: Autor (2023).

Os tratamentos foram dispostos em ependorf que foram encaixados nas partes externas
dos bracos do olfatdmetro. Os insetos foram testados em grupos de seis insetos adultos, sendo
trés fémeas e trés machos, e as respostas foram observadas pelo nimero de visitas e/ou tempo
gasto em cada braco do olfatometro no decorrer de 20 minutos de observacao. Cada repeticao
foi gravada para analise dos resultados, com total de 20 repeticGes. As posi¢cdes dos
tratamentos foram alternadas entre os bragos do olfatometro para evitar qualquer efeito
tendencioso de habituacg&o.

O teste foi realizado de acordo com o seguintes confronto: feromonio + (Z)--ocimeno
(T1) versus feromonio + tetradecanal (T2) versusv feromonio + teaspirano (T3) versus
controle.

Para avaliar a atratividade, em cada “entrada” da arena foi colocado um tratamento em
cada um dos bragos da arena. Posteriormente, foram colocados seis adultos de C. sordidus (3
machos e 3 fémeas) no centro da arena, inicialmente permaneceram presos por um pote de
poliestireno, pelo periodo de 5 min, para permitir a adaptacdo ao ambiente. Com a retirada do
pote, 0s insetos permaneceram 20 minutos expostos aos tratamentos (tempo determinado na
realizacdo de pré-testes).

A atratividade foi mensurada quantificando os insetos encontrados em duas condicdes:
sobre o ependorf ou localizados na “entrada” do brago referente ao tratamento. A atratividade
dos tratamentos foi avaliada considerando os seguintes parametros: nimero total de insetos na

“entrada” do brago referente ao tratamento; nimero de vezes que o tratamento foi visitado
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(total); numero de vezes em que o tratamento foi escolhido em cada repeticdo. Apo6s cada
repeti¢do eram utilizados novos individuos e os tratamentos eram mudados de bracos da arena
para que ndo houvesse hambientacdo dos insetos.

Nesse bioensaio, foi selecionado o (0s) tratamento (0s) que apresentaram, no minimo,
dois parametros superiores ao controle, os quais fordo utilizados posteriormente, em

trabalhos, para estudos em campo e semi-campo.

4.2.5. Andlise Estatistica
Olfatbmetroem Y

Para andlise dos dados das respostas dos insetos para os diferentes tratamentos em
olfatdbmetro, os dados foram transformados em porcentagem e foi usado o teste Qui-quadrado
através do Software SAS. Os insetos que ndo escolheram nenhum dos bracos (ndo
respondentes) foram excluidos da analise estatistica.

Olfatdbmetro de 4 bragos

Os dados experimentais foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA)
utilizando-se para o teste de F, o nivel de 5% de probabilidade. As médias foram comparadas
entre si pelo teste de Scott-Knott (1974), ao nivel de 5% de probabilidade. Sendo analisados
por meio do programa estatistico SISVAR.

No caso de diferenga ndo significativa nos testes realizados em olfatometro de
maultipla escolha foi realizada também Analise de Componentes Principais baseada em trés
parametros: nimero de vezes em que o tratamento foi escolhido pelo inseto; nimero total de
C. sordidus por tratamento e nimero de vezes (frequéncia) em que o tratamento foi o mais
visitado, e para cada parametro de escolha observado foi utilizado o software Tox Trac para
mapear e rastrear cada inseto no interior da arena. Para realizacdo dos graficos foi utilizado o

software SigmaPlot.
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4.3. RESULTADOS DE DISCUSSAO
Com base nos testes de olfatometria, em olfatometro do tipo Y, com os tratamentos

indicados foram observadas diferengas significativas nas respostas comportamentais de

machos e fémeas frente a todos os tratamentos (P> 0,05) (Figura 9).

Figura 9. Resposta comportamental de fémeas (n=20) e machos (n=20) de Cosmopolites
sordidus para os tratamentos Feroménio sintético Sordidina (tratamento controle);
Feromonios+(Z)-p-ocimeno;  Feromoénio+Teaspirano; e Feromonio+Tetradecanal em
olfatdbmetro do tipo Y.

m Controle  mFerombnio Na&o respondentes
Fémea o 10%
Macho *  10%

u Controle = Feromdnio+(Z)-B-ocimeno

Fémea * 15%
Macho * 20%

m Controle  mFeromdnio+Teaspirano

Fémea * 150
Macho * 10%
m Controle m Feromonio+Tetradecanal
Fémea * 25%
Macho * 20%

100 80 60 40 20 0 20 40 60 80 100
Porcentagem de escolha
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A atratividade de fémeas de C. sordidus para os tratamentos estudados, em
olfatometro de quatro bracos, pode ser observada pela maior preferéncia das fémeas para a
combinacdo feromdnio + teaspirano e pelo tratamento controle (feroménio), havendo

diferenca estatistica para os demais tratamentos avaliados (Figura 10).

Figura 10. Namero médio de escolhas de fémeas de Cosmopolites sordidus em bracos do
olfatbmetro tratados com compostos volateis da bananeira junto ao feromonio sintético em
testes de mualtipla escolha: feromdnio  (controle);  feromdnio+(Z)-p-ocimeno;
feromonio+teaspirano; feromonio+tetradecanal.

Feroménio + Tetradecanal - —B
Feromoénio + Teaspirano - A
Feroménio + (Z)-B-Ocimeno - — B
Feroménio - 1A
0,0 0:2 0:4 0,‘6 0:8 1:0 1,2
Escolha

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. **
significativo a 1% de probabilidade; ns ndo significativo.

De acordo com os resultados sobre a escolha pelos tratamentos avaliando a

atratividade para os insetos machos no teste com olfatbmetro de multipla escolha, o

tratamento feroménio + teaspirano diferenciou significativamente dos demais (Figura 11).
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Figura 11. Numero médio de escolhas de machos de Cosmopolites sordidus em bracos do
olfatbmetro tratados com compostos volateis junto ao feromdnio sintético em teste de
multipla escolha: feromdnio (controle); feromoénio+(Z)-pB-ocimeno; feromoénio+teaspirano;
feromonio-+tetradecanal.

Feroménio + Tetradecanal ——1B
Feromanio + Teaspirano - —A
Feroménio + (Z)-B-Ocimeno - ——B
Feroménio 1B
0,0 0:2 014 0:6 0:8 1,0
Escolha

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. **
significativo a 1% de probabilidade; ns ndo significativo.

Corroborando com resultados anteriores, o numero total de escolhas (Figura 12)
observado para os insetos adultos demonstra preferéncia dos mesmos para o tratamento
Feromdnio+Teaspirano, evidenciando sua atratividade para adultos de C. sordidus quando

comparado com os demais tratamentos.

Figura 12. Numero total de escolhas de Cosmopolites sordidus em bracos do olfatbmetro
tratados com compostos volateis junto ao feroménio sintético em teste de multipla escolha:
feromonio (controle); feroménio+(Z)-p-ocimeno; feromonio+teaspirano;
feroménio+tetradecanal.

Feromonio + Tetradecanal - ——B
Feromonio + Teaspiranc —A
Feroménio + (Z)-f-Ocimeno - —C
Feroménio - —B
0,0 0,2 04 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4 1,6

Escolha
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Médias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. **
significativo a 1% de probabilidade; ns ndo significativo.

Diferencas significativas foram observadas em relacdo a frequéncia de C. sordidus
para os tratamentos feromonio+tetradecanal e feromonio+teaspirano, onde os insetos (fémeas
e machos) exibiram maior frequéncia e permaneceram mais tempo nos bracgos referentes aos
dois tratamentos. Ndo houve diferenca significativa para os tratamentos feroménio+(Z)-f-

ocimeno e controle (Figura 13).

Figura 13. Frequéncia de Cosmopolites sordidus em bracos do olfatdmetro tratados com
compostos volateis junto ao feroménio sintético em teste de maltipla escolha: feroménio
(controle); feromonio+(Z)-p-ocimeno; feromonio+teaspirano; feromdnio+tetradecanal.

Feroménio + Tetradecanal —A
Feroménio + Teaspirano - F—A
Feroménio + (Z)-B-Ocimeno - ———B
Feroménio - —B
0 é 1I0 1I5 20
Frequéncia

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. **
significativo a 1% de probabilidade; ns néo significativo.

Observou-se que o numero de escolha e a porcentagem de frequéncia de C. sordidus
nos bracos do olfatbmetro que receberam o tratamento feromdénio+teaspirano foi
significativamente maiores em todas as analises, quando comparados aos bragos que
receberam os demais tratamentos. Adultos de C. sordidus foram mais atraidos pela mistura
feromonio+teaspirano, este resultado sugere que o composto volatil teaspirano, pode
potencializar a atratividade do feromdnio sintético, tornando-o uma alternativa promissora
para ser utilizado em armadilhas no manejo fitossanitario do moleque da bananeira.

A percepcao desses odores é considerada fator importante para a comunicacao entre 0s
insetos e para sobrevivéncia das espécies, pois sdo usados como detectores da fonte alimentar
mesmo quando liberadas em quantidades minimas entre varias outras substancias
(OEHLSCHLARGER et al., 2000; TINZAARA et al., 2002). A comunicacdo quimica € a
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principal forma dos insetos localizarem a planta hospedeira, sendo conduzidos principalmente
pela percepcdo de misturas singulares de volateis emitidos por elas (WEBSTER et al., 2010).

O entendimento do comportamento dos insetos diante de misturas de compostos
volateis liberados por plantas hospedeiras é fundamental para desenvolver estratégias menos
danosas de controle de pragas (PICKETT et al.,, 2012). Nitidamente, a identificag&o,
quantificacdo e avaliacdo dos volateis envolvidos nas interacdes entre plantas e herbivoros é o
primeiro passo na elaboracdo de estratégias baseadas na manipulacdo do comportamento de
busca de hospedeiros (SZENDREI; RODRIGUEZ-SAONA, 2010).

Em ambientes naturais os insetos estdo sempre envolvidos por muitos odores de
diferentes concentracdes de componentes e diversas combinagdes (BRUCE et al., 2005;
BEYAERT; HILKER, 2014). Essas combinacdes e mistura de compostos em que possuem
diferentes propriedades pode permitir uma acdo mais rapida e uma maior persisténcia aos
herbivoros (GERSHENZON; DUDAREVA, 2007).

Os estimulos olfativos auxiliam no desenvolvimento de novas estratégias de manejo
de insetos pragas, principalmente com uso de misturas de compostos atrativos, por exemplo,
Jaffé et al. (1993) quando avaliaram a atracdo de Rhynchophorus palmarum (L., 1758)
(Coleoptera: Curculionidae) a misturas dos compostos identificados nos tecidos naturais de
coco, concluiram que a mistura de acetato de etila, acetado de isopentilo, pentano, isopentanol
e etanol, em proporcdes semelhantes, eram tdo atraentes quanto o tecido natural de coco.

No combate a broca-do-café Hypothenemeus hampei (Ferrari, 1867) (Coleoptera:
Curculionidae) utiliza-se compostos volateis emitidos pelo fruto, principalmente os alcoois,
para localizé-los, neste caso, etanol em mistura com metanol sdo amplamente utilizados em
armadilhas para monitoramento e manejo desta praga (PEREIRA et al, 2012;
ARISTIZABAL et al., 2015).

Compostos volateis como o acetato de etila, o propionato de etila e butirato de etila,
oriundos da fermentacdo de toletes de cana-de-aclcar Saccharum officinarum L.,
aumentaram, igualmente a atratividade de Metamasius hemipterus (L., 1758) (Coleoptera
Curculionidae) para armadilhas contendo o feromdnio metalure (PEREZ et al., 1995).

Duarte et al (2003) ao estudar os componentes volateis provenientes da fermentacéo
da cana-de-agUcar e do abacaxi, pdde observar que quando combinados com o rincoforol,
foram responsaveis pela maior atracdo de adultos de R. palmarum para armadilhas. No
mesmo sentido, Jaffé et al. (1993), afirmaram que quando o feromdnio foi utilizado em

conjunto com partes da planta hospedeira e acetato houve aumento no nimero de insetos
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capturados, deduzindo que hd uma interacdo entre os compostos volateis da planta e o
feromonio gerado pelo inseto, elevando a atratividade das armadilhas.

Analisando o monitoramento de Conotrachelus nenuphar (Herbest) (Coleoptera:
Curculionidae) utilizando iscas com atrativo, foi observada eficiéncia na coleta em cultivo de
ameixa, mac¢d e péra, sendo potencializado quando o feroménio de C. nenuphar, acido
grandisoico, foi utilizado em combinagBes com limoneno e benzaldeido, nos quais séo
compostos presentes nos frutos hospedeiro, demonstrando aumento na captura para alguns
tratamentos (PROKOPY et al., 2003).

De acordo Wang et al. (2008), as substancias volateis da planta hospedeira e
feroménios sdo os semioquimicos mais importantes para os insetos, visto que a unido deles
(efeito sinérgico) pode modificar o seu comportamento. De acordo com Reddy e Guerrero
(2004), os insetos liberam o feromdnio em resposta a sinais da planta hospedeira, ja 0s
compostos volateis emitidos pela planta podem potencializar a resposta de um inseto a
determinado composto feromonal.

Os volateis da planta hospedeira podem provocar um efeito positivo sobre o
comportamento dos insetos, que € o sinergismo, que quando confirmado a potencialidade
atrativa pelo inseto influenciada pela combinacdo de compostos da planta hospedeira com o
feromdnio pode ajudar na obtencédo de iscas mais eficientes para 0 manejo integrado de pragas
(REDDY; GUERRERO, 2004). O aumento na captura de insetos em armadilhas no campo se
da quando se combina feroménio e volateis de planta hospedeira (HOCK et al., 2017). Sendo
algumas substancias quimicas derivadas de plantas conhecidas por melhorar a atracdo de iscas
de feromonio.

Para a continuidade de estudos da ecologia quimica do moleque-da-bananeira,
principalmente, sdo necessarios experimentos a nivel de campo. Esses estudos podem gerar
ferramentas de inestimavel beneficio para o meio ambiente e para o produtor no manejo

integrado desta praga.
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4.4. CONCLUSOES
As misturas dos constituintes bioativos de pseudocaule da bananeira, em combinagédo

com o feromdnio sintético de agregacdo aumentam a resposta atrativa de adultos de C.
sordidus.

O teaspirano quando adicionado ao feromonio sintético potencializa o comportamento
exibido por C. sordidus, refletindo no aumento da atratividade do inseto.

A mistura teaspirano+feroménio tem potencial de uso no monitoramento e captura de

C. sordidus, visando diminuir a densidade populacional da praga.
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