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RESUMO

A gravioleira, Annona muricata L., € uma anondcea tropical, com origem na América Central
e norte da América do Sul. Devido ao crescimento do cultivo de graviola, problemas com pragas
que infestam diferentes estruturas da planta podem ocasionar grandes danos a cultura. Dentre
estas pragas destaca-se a broca-da-semente, Bephratelloides pomorum (Hymenoptera:
Eurytomyidae), que se tornou uma das espécies mais importantes na cultura da graviola devido
a severidade do dano que pode provocar. Por ser mulltivoltino e endofitico esse inseto-praga é
de dificil controle. Na busca de desenvolver um controle eficiente, houve a necessidade de
estudar os semioquimicos na expectativa de criar uma estratégia para monitorar e controlar essa
praga nos pomares de gravioleiras. O objetivo do presente estudo foi determinar substancias
envolvidas na atratividade entre os individuos da espécie B. pomorum. Os insetos foram
coletados de frutos de graviola infestados obtidos em pomares comerciais nos municipios de
Limoeiro de Anadia, Arapiraca e Maragogi do estado de Alagoas. Os frutos foram
encaminhados para o Laboratério de Pesquisas em Recursos Naturais (LPgRN) da
Universidade Federal de Alagoas (UFAL) e mantidos em gaiolas de PVC, circundada com tela
e sexados quando adultos. A coleta dos volateis dos insetos adultos de B. pomorum foi realizada
pelos métodos de extracdo por solvente da superficie do corpo dos insetos, extracdo por
maceracdo do abdome e extracdo por head space dindmico dos insetos. A analise dos extratos
por CG- DIC, CG-EAG e CG-EM levou a identificacdo dos compostos presentes. A analise do
extrato obtido por head space dindmico de fémeas de B. pomorum levou a identificagéo de 12
compostos. O teste de eletroantenografia indicou que os compostos 2,4-terc-butilfenol, 1-
hexadeceno e  2,6,10,14-tetrametilhexadecano, = conhecido como  Fitanoforam
eletrofisiologicamente ativos para machos de B. pomorum. As analises cromatograficas
indicaram a presenca de 12 compostos nos extratos de “head space” dinamico de fémeas de B.
pomorum, e 0s compostos, Fitol e 2,6,10,14-tetrametilexadecano foram confirmados pelo uso
de padrdes.

PALAVRAS-CHAVE: Ecologia quimica; broca-da-semente de anonéceas; comportamento;

controle.



ABSTRACT

The soursop, Annona muricata L. is a tropical annonacea, originating in Central America and
northern South America. Due to the growth of soursop cultivation, problems with pests that
infest different plant structures can cause great damage to the crop. Among these pests stands
out the seed borer, Bephratelloides pomorum (Hymenoptera: Eurytomyidae), which has
become one of the most important species in the soursop crop due to the severity of the damage
it can cause. Being mulltivoltino and endophytic, this insect pest is difficult to control. In the
search for an efficient control of this pest and the need to develop an efficient control, the
interest of studying semiochemicals in the hope of creating an efficient strategy to monitor and
control this pest in soursop orchards. The aim of this study was to determine substances
involved in attractiveness among individuals of the species B. pomorum. Insects were collected
from infested soursop fruits. These fruits were obtained from commercial orchards in the
municipalities of Limoeiro de Anadia, Arapiraca and Maragogi in the state of Alagoas. The
fruits were sent to the Laboratory of Research in Natural Resources (LPgRN) of the Federal
University of Alagoas (UFAL) and kept in PVC cages, surrounded by a screen and sexed as
adults. The collection of volatiles from the adult insects of B. pomorum was carried out using
the methods of solvent extraction from the surface of the insect's body, extraction by maceration
of the abdomen and extraction by dynamic head space of the insects. The analysis of the extracts
by GC-DIC, GC-EAG and GC-EM led to the identification of the present compounds. The
analysis of the extract obtained by dynamic headspace of females of B. pomorum led to the
identification of 12 compounds. The electroantenography test indicated that the compounds
2,4-tert-butylphenol, 1-hexadecene  and 2,6,10,14-tetramethylhexadecane  were
electrophysiologically active for males of B. pomorum. The chromatographic analyzes
indicated the presence of 12 compounds in the dynamic head space extracts of females of B.
pomorum, the compounds, Phytol and 2,6,10,14-tetramethylhexadecane were confirmed by the
use of standards and electroantenographic studies showed that males of B. pomorum showed
positive responses to the compound 2,6,10,14-tetramethylhexadecane present in the extracts.

KEYWORDS: Chemical ecology; Annonaceae seed borer; behavior; control.
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1 INTRODUCAO

A gravioleira, Annona muricata L., € uma anonacea tropical, com origem na América
Central e norte da América do Sul, sendo a Venezuela o maior produtor dessa fruta. E uma
dicotiled6nea de habito de crescimento ereto, flores hermafroditas, o fruto, a graviola, possui
baga composta e casca com espiculas moles quando maduro. Esta espécie € amplamente
cultivada nas regides norte, nordeste, centro-oeste e sudeste brasileiro destacando-se a Bahia,
Ceard, Pernambuco, Alagoas e Minas Gerais (ZACARONI et al., 2014).

Devido ao crescimento do cultivo de graviola, problemas com pragas que infestam
diferentes estruturas da planta, podem ocasionar grandes danos a cultura (FILHO et al, 2002).

Dentre as pragas mais importantes na cultura, destaca-se Bephratelloides pomorum
(Fabricius, 1808) (Hymenoptera: Eurytomyidae), devido aos danos que pode provocar, através
das larvas que depreciam as sementes, causam queda dos frutos jovens e o desenvolvimento de
microrganismos causadores de podriddao nos frutos em virtude dos orificios deixados pela
emergéncia dos insetos adultos (BRAGA SOBRINHO et al., 1998).

A fémea de B. pomorum efetua a postura sobre a epiderme do fruto e apos a eclosdo, a
larva penetra abrindo uma galeria em direcdo a semente, onde fica alojada até completar o seu
desenvolvimento, aproximadamente 30 a 45 dias (BRAGA SOBRINHO et al., 1998). Por
serem canibais, desenvolve-se apenas uma larva por semente, passando a fase de pupa no seu
interior. O adulto emerge cerca de 9 a 21 dias depois, fazendo um orificio na semente e
percorrendo o caminho de saida até a casca do fruto, onde faz um orificio circular de 2mm para
sua saida (JUNQUEIRA et al., 1996). Os adultos tém longevidade de aproximadamente sete
dias, e cada fémea pode depositar até 200 ovos. O ciclo bioldégico do inseto pode variar de 45 a
113 dias (PEREIRA et al., 1997).

Os frutos atacados apresentam um halo verde-escuro em volta do espinho, o0 que
corresponde a uma semente infectada. Ao sair do fruto, a vespa adulta faz um trajeto que
danifica a polpa do fruto, deixando-o impréprio para o consumo, acarretando a deprecia¢do do
valor comercial do fruto (FAZOLIN; LEDO, 1997).

Uma alternativa que vem contribuindo para o0 monitoramento e controle de insetos praga
é o estudo comportamental, através do conhecimento que podem levar ao isolamento e
identificacdo dos semioquimicos envolvidos na interacdo inseto versus inseto e inseto versus
planta. Utilizados no Manejo Integrado de Pragas (MIP) como estratégia de controle, os
feromonios sdo importantes ferramentas para detectar a ocorréncia e determinar os niveis

populacionais dos insetos em campo, como também para o controle dessas populagdes atraves
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de técnicas de coleta massal, atrai e mata, confusdo sexual e push-pull (MORANDI FILHO et
al., 2007).

Para B. pomorum, que vem causando grandes complicacGes a graviola, por serem
mulltivoltinos e endofiticos, torna o seu controle mais dificil (PEREIRA et al., 2003) e pelo
fato de n&o se ter nenhum feroménio identificado para essa praga, reforca o interesse de buscar
estratégias eficientes que venham a monitorar e controlar essa praga em campo. Krokos et al.
(2001), citam a presenca de alcadienos e alcenos como componentes do feroménio sexual da
vespa da semente da améndoa, Prunus amygdalus (L.) Batsch (Rosales: Rosaceae), Eurytoma
amygdali Enderlein (Hymenoptera: Eurytomidae). Na ordem Hymenoptera ha poucos trabalhos
relatando a ocorréncia de feromdnios, exceto para as formigas e abelhas.

Estudos conduzidos por Moura & Leite (1994) apontaram que as fémeas virgens de B.
pomorum desempenham forte atratividade sobre machos durante o acasalamento, sendo o térax
a parte do corpo de maior atratividade. Leal et al., (1997) confirmaram em bioensaios de campo
e por meio de eletroantenograma, que as fémeas de B. pomorum possuem um feroménio sexual
de longa distancia mediando estes acasalamentos. E em um estudo do feroménio de B.
pomorum, apenas em fase experimental, 4 fémeas virgens conseguiram atrair mais de 400
exemplares de machos em um experimento realizado na Bahia.

Desta forma, o objetivo deste estudo foi determinar substancias envolvidas na
atratividade entre os espécimes de B. pomorum.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 A cultura da graviola e suas principais pragas

Diversos mercados vém aderindo o comércio de frutas tropicais, tendo como as mais
aceitas a graviola, que vém sendo cultivada nas regides norte, nordeste, centro-oeste e sudeste
do Brasil, destacando-se a Bahia, Ceard, Pernambuco, Alagoas e Minas Gerais (ZACARONI
etal., 2014).

A crescente demanda por graviola esta atribuida as qualidades organolépticas que seus
frutos possuem, o que possibilita seu consumo “in natura” e a sua utilizacdo pela agroindustria
(VIEGAS; FRAZAO, 2004). Sua polpa apresenta grande valor como matéria-prima para a
producdo de doces, geleias, gelados comestiveis, néctares e afins. Produzida em época de safra,
pode ser mantida refrigerada ou congelada (BUENO et al., 2002). Estando entre as mais
vendidas no Nordeste, representando 12% do comércio, ficando atras apenas das polpas de
acerola, goiaba, maracuja e caju (LEMOS, 2014).

Muito bem adaptada no Brasil, a graviola é tida como uma das frutas mais importantes
do grupo das anonéceas, no comércio dessa regido (SACRAMENTO et al., 2003). A
importancia socioecondémica do cultivo de anonéceas, especialmente da graviola no Brasil, tem
aumentado nos ultimos anos pela demanda de frutas tropicais, além da possibilidade de uso na
industria farmacéutica e de cosméticos. Esse interesse pelo cultivo de anonéceas se deve ao alto
preco alcangado no mercado, bem como pela sua inser¢cdo no mercado europeu e americano
(BRAGA SOBRINHO, 2010). Com grande potencial terapéutico, a fruta possui propriedades
diuréticas, adstringentes, anti-inflamatorio, antirreumatico, antiespasmaodica, antitussigena,
anticancerigena e € fonte de vitaminas. Possui alto poder antioxidante, apresentando-se como
fonte de vitaminas do complexo B, importantes para o metabolismo normal do organismo e
para a saide (JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 2014)

A producdo dessas frutiferas tem sofrido vérias limitagdes devido a fatores como
escassez de informacdo técnicas e manejo geral no campo, sendo o principal obstaculo a
existéncia de um complexo de pragas que impede a exploragdo das anonaceas. Dentre as
principais pragas destacam-se Cerconota anonella, broca-do-fruto, (Sepp., 1830) (Lepidoptera:
Oecophoridae) e Bephratelloides pomorum, broca-da-semente, (Fab., 1808) (Hymenoptera:
Eurytomidae), consideradas pragas-chave do género Annona (BRAGA SOBRINHO, 2010).

Segundo Bleicher e Melo, (2002) também podem ser citadas como pragas essas espécies
relacionadas na (Tabela 1).

Tabela 1: Insetos-Praga de anonaceas.



ORDEM FAMILIA ESPECIE NOME
VULGAR
Bostrichidae Apate sp. Broca-do-ramo
. Oncideres dejeani Serra-pau
Cerambycidae (Thomson)
Broca-do-
Cratosomus bombina tronco
COLEOPTERA (Fabricius)
curculionidae Helipus catagraphus Broca-do-
(Gemar) coleto
Priomerus brevirostris
(Hustache) Minador das
folhas
o Aphis spiraecola Pulgéo
Aphididae
(Pach.)
] ] Cigarrinha-
Cicadellidae Empoasca sp.
verde
. : Cochonilha-
HEMIPTERA Ceroplastes floridensis parda
. (Comstock)
(Subordem/Homoptera) Coccidae .
Saissetia coffea .
Cochonilha-de-
(Walker)
cera
L Pinnaspis aspidistrae Cochonilha
Diaspididae (Signoret) escama-farinha
Enchenopa sp. Soldadinho
Membracidae Menbracis foliata Soldadinho
(Richter)
HYMENOPTERA Meliponidae Trigona spinipes Irapua
(Fabricius)
Noctuidae Gonodonta sp Lagarta pintada
LEPIDOPTERA o Cocytius antaeus Lagarta das
Sphingidae

(Drury)

folhas

Fonte: BLEICHER e MELO, (2002).

2.2 Broca da semente da graviola - Bephratelloides pomorum (Fabricius, 1808)

15

A broca da semente da graviola € uma pequena vespa do género Bephratelloides spp.

(Hymenoptera: Eurytomidae). Noyes (2003) destaca diferentes espécies: Bephratelloides

ablusus (Grissell & Foster, 1996), que ocorre no México, B. maculicolis (Cameron, 1913) ou

B. pomorum (Fabricius, 1804), ocorrendo na Bolivia, Brasil (Alagoas, Amazonas, Ceara,

Brasilia, Minas Gerais, Sdo Paulo), Costa Rica, Colémbia, Equador, Guiana Francesa,
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Honduras, Panam@, Peru, Suriname, Trinidad & Tobago e Venezuela. Bephratelloides limai
(Bondar, 1928) no Brasil — Amazonas e Bahia; B. cubensis (Ashmead, 1894), na América
Central, Colébmbia e Antilhas; B. paraguayensis (Crawford, 1911) no Paraguai e
Bephratelloides petiolatus (Grissell & Schauff, 1990) no Panama.

A espécie B. pomorum, conhecido também por outras denominagdes como vespinha-
do-fruto; vespa-do-fruto da graviola; perfurador-dos-frutos ou broca-da semente, € uma praga
de grande importancia em pomares de anonaceas no Brasil (JUNQUEIRA et al.,1996; SILVA,
2013).

Segundo estudos realizados por Gonzélez (2013) a broca das sementes de anonéceas B.
pomorum geralmente oviposita em frutos de 30-35 dias. O ovo, de 1 a 20 dias apds oviposicao,
é de formato eliptico, com um peduinculo 5 a 8 vezes maior que 0 seu comprimento, 0s quais
sdo depositados dentro do endosperma da semente em desenvolvimento. O ovipositor € inserido
indiscriminadamente na semente, sendo observado cicatrizes e ovos ancorados em diferentes
regides da semente. Podem ser encontrados varios ovos em uma mesma semente.

Durante o desenvolvimento larval, Gonzélez (2013) observou a ocorréncia de quatro
estadios larvais. Todos os estadios apresentam 15 segmentos, incluindo a capsula cefalica bem
definida com mandibulas quitinizad as. O primeiro estadio larval tem duracdo mais longa. O
crescimento larval do segundo ao terceiro estadio é bastante acelerado. Nos Gltimos estadios
larvais, 0s recursos da semente séo rapidamente consumidos.

Apds a postura das fémeas o primeiro estadio larval foi observado entre 25° e 35° dia
sendo observadas sementes com mais de uma larva. O segundo estadio larval foi observado
entre 0 43° e 47° dia, o terceiro estadio larval entre 0 48° e 50° e 0 quarto estadio larval foi
encontrado entre 0 54° e 60° dia ap6s a postura. O consumo da semente continua e a cavidade
onde se encontra a larva se expande, até ocupar aproximadamente 80% do volume da semente.
A larva atinge seu tamanho méaximo e comegca a formagéo da pupa (GONZALEZ, 2013).

Morfologicamente, as larvas apresentam-se apodas, com coloracdo branca, sendo
canibais. A pupa é branco-cremosa do tipo exarada. O adulto € uma vespa que mede entre 0,7
mm e 1 cm de comprimento, dependendo do sexo, pois a fémea é maior. A fémea dessa espécie
possui coloragdo marrom-escura, com pequenas manchas amarelas pelo corpo; o abdome é do
tipo pedunculado com a extremidade pontiagudo; a antena é geniculada, com nove
antenébmeros. O macho apresenta coloracdo amarelo escuro; abdome pedunculado,
apresentando a extremidade apical truncada, antena geniculada com oito antendmeros. Ambos
0S Sexos possuem asas amareladas, transparentes e sua asa anterior apresenta uma mancha
escura no centro (BLEICHER; MELO, 2002; OLIVEIRA et al., 2001) (Figura 4).
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Figura 4. A) fémea de B.pomorum; B) macho de B. pomorum.
] ; Eal o ok B i e
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o

Fonte: Autora, (2019).

O ciclo vital desta praga desde o ovo até o adulto varia entre 45 e 113 dias, dependendo
do estégio fisioldgico da semente (PEREIRA et al., 1997). Ao emergir, o adulto constroi uma
galeria até a superficie do fruto, deixando um orificio no fruto (PEREIRA, 1996).

A injuria causada pela broca-da-semente se caracteriza pelo aparecimento de um ou
mais orificios na casca do fruto, de aproximadamente dois milimetros de didmetro. O maior
dano consiste na queda dos frutos jovens, quando perfurados causado pelos orificios que servem
de porta de entrada para microrganismos patogénicos que causam podriddo (BRAGA
SOBRINHO et al., 1998).

Os frutos, quando atacados, tornam-se impréprios para 0 consumo, uma vez que a polpa
localizada proxima as sementes fica com aspecto empedrado. A injlria caracteristica do ataque
desta broca é a presenca de orificios localizados na base dos aculeos e distribuidos por toda
regido do fruto (CALOBA & SILVA, 1995).

Figura 6. Injdrias provocadas pelo ataque de B. pomorum. A e D) infestacdo de B.
pomorum em associa¢do com microrganismos causadores de podridrao de frutos; B e E)
semente mumificada; C) orificios deixados na semente devido a emergéncia de B.
pomorum; F) semente atacada.
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Fonte: Autora, (2021).

A broca-da-semente pode ser apontada como uma das pragas mais significativas para
essa fruta, devido a severidade dos danos (FAZOLIN; LEDO, 1997). O valor comercial do fruto
in natura é significativamente prejudicado, devido sua casca estar perfurada (JUNQUEIRA et
al., 1996). As sementes séo inteiramente destruidas pelas larvas e os frutos danificados interna
e externamente, as perdas na producédo de Annona spp. devido a acdo dessa praga podem variar
entre 70 e 100% (REYES, 1967; ZENNER, 1967).

3.3.4 Estudos comportamentais do Bephratelloides pomorum

ObservagOes do comportamento de acasalamento do B. pomorum, realizado por
Nascimento et al., (1998) em semi-campo e condicGes de laboratério, mostrou que ao emergir,
e atingir a superficie do fruto, a vespa ja esta pronta para o acasalamento. Geralmente os machos
emergem primeiro aguardando a emergéncia das fémeas. O reconhecimento de uma fémea
ocorre a curta distancia e os machos atraidos exibem um comportamento de corte peculiar que
pode ser dividido em trés etapas, antenacao, saltos laterais e vibragdes das asas.

Em um estudo comportamental de corte e cépula de B. pomorum realizado por Pereira
et al., (1998), foi observado que o macho segura a fémea pelo térax usando o primeiro par de
pernas. A posigéo final do macho sobre a fémea, com as cabecas de ambos voltadas na mesma
direcdo, caracterizava a montaria. Durante a "montaria”, o macho exp6s o edeago, tocou a
fémea com as antenas, posicionou-se lateralmente, curvou a extremidade do abddmen e

vibrando as asas e antenas em movimentos ritmicos sincronizados, realizava a copula.
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Pereira et al., (2003), enfatizam que o comportamento de postura das fémeas, inicia-se
a partir do momento que esta comeca a percorrer o fruto, tocando-o repetidamente com
movimento das antenas, em busca de um local ideal. Ao encontra-lo, a fémea para e curva seu
abdome perpendicularmente a superficie do fruto, rompendo a casca do fruto com o primeiro
par de valvas, facilitando a penetracdo do ovipositor. O abdome, aos poucos, volta a posicéo
paralela a superficie do fruto & medida que a fémea abaixa o corpo para introduzir o ovipositor.
Este comportamento permanece até que o abdome fique totalmente apoiado no fruto facilitando
a liberacdo do ovo na semente. Em seguida, a fémea levanta o corpo, retira o ovipositor e 0

acomoda numa fenda localizada ao longo do abdome.

3.4 Ecologia Quimica no controle de pragas

3.4.1 Comunicacéo Quimica entre Insetos

InteracBes entre plantas e insetos devem ser compreendidas sob um ponto de vista
coevolutivo (EHRLICH; RAVEN, 1964; BLANDE, 2017). Semioquimicos envolvidos nessas
interagBes constituem um foco central de estudos ecoldgicos e evolutivos em constante
expansdo (BLANDE, 2017).

A comunicacao é parte integrante do comportamento animal, que é definida como um
processo que envolve a transmissdo de sinais entre organismos. Em algumas situagdes, confere
vantagens apenas para 0 0rganismo emissor e seu grupo; em outras, apenas para 0s 0rganismos
receptores ou para ambos (NASCIMENTO et al., 2001).

Os insetos utilizam varios mecanismos para exercerem suas relagdes ecoldgicas, tanto
no comportamento com o0 ambiente e outros organismos, como na comunicacdo por meio de
compostos quimicos, considerada a mais importante. A comunica¢do quimica ocorre através de
semioquimicos, apresentando relevancia na alimentacdo, como a deteccéo de presas e selecéo
de plantas, na defesa com a agressividade, percepc¢do de perigo, na organizacdo das atividades
sociais, no acasalamento e na escolha do local de postura, essenciais para a sobrevivéncia e
garantia da perpetuacdo das suas espécies (ZARBIN et al., 2009; WYATT, 2014; LIMA;
BLANDE, 2017).

Os semioquimicos sdo compostos que conduzem informagdo entre dois individuos
despertando no receptor uma resposta fisiolégica e/ou de comportamento e podem ser
classificados como feromonios e aleloquimicos (VET; DICKE, 1992). Os feroménios tém agéo

intraespecifica podendo ser favoraveis ou ndo a ambos os individuos envolvidos, ja os
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aleloquimicos geram respostas interespecificas conferindo vantagem seletiva do organismo
envolvido (PRICE, 1997; VET; DICKE, 1992).

A utilizacdo de semioquimicos como compostos ndo toxicos, caracteristicos de espécies
que ndo prejudicam insetos benéficos, compde a base para estratégias de manejo eficientes e
sustentaveis. Os feromdnios e outros semioquimicos sdo aplicados para manejo de pragas em
milhdes de hectares no mundo todo (WITZGALL, 2010). E evidente que o entendimento das
interacdes inseto-planta na perspectiva da comunicacdo quimica precisa ser continuamente
estudado, pois € sabido que a prospeccdo de substancias quimicas associada a estudos
bioldgicos das espécies envolvidas, pode gerar novos produtos para uso no manejo integrado
de pragas (BORGES et al., 2015).

3.4.2 Feromonio no controle de pragas

Feromdnio é definido como uma substancia quimica volatil secretada por um individuo
provocando uma mudanca no comportamento de outros individuos (WOODWARD, 2009). Ele
pode agir na atracdo de individuos do sexo oposto para acasalamento, sendo denominados de
feroménios sexuais; na agregacao de individuos de ambos o0s sexos em determinado local,
geralmente com o objetivo de indicar presenca de alimento, através do feromonio de agregacéo;
na formacdo de trilha, comportamento comum em formigas, através de feromonios de trilha;
no alarme, transmitindo uma mensagem de perigo, entre outros (ZARBIN; RODRIGUES;
LIMA, 2009; NAVARRO et al., 2002).

O estudo dos semioquimicos com perspectivavas ao manejo de pragas, tem sido o foco
de estudos da ecologia quimica como disciplina cientifica, desde a identificacdo do primeiro
feromonio sexual de um inseto, o composto bombicol (E,Z)10,12-hexadecadien-1-ol) da
mariposa da seda (Bombyx mori) (BUTENANDT et al., 1959; TEWARI et al., 2014).

De acordo com Tiboni (2007), “os feromonios sexuais e de agregacdo tém sido os mais
estudados até o presente momento, uma vez que apresentam maiores perspectivas de emprego
no controle de insetos-praga, diminuindo assim, as subsequentes infec¢des larvais”. Registros
da literatura confirmam que, especialmente feroménios sexuais, tém sido investigados
intensivamente por pesquisadores da area de controle de pragas por mais de duas décadas. Os
resultados apontam bons caminhos para 0 seu emprego e Varios programas que os utilizam tém
sido implementados com sucesso (WITZGALL et al., 2010; BENTO et al., 2016).

A utilizacdo dos feromonios em programas de manejo de pragas € crescente e atende ao
modelo recomendado para a agricultura do futuro (WITZGALL et al., 2010; BENTO et al.,



21

2016). O uso desses compostos na agricultura para 0 monitoramento e controle de insetos-
pragas, tornou-se uma ferramenta de controle por serem espécie-especificos e atdxicos, atuando
apenas sobre as espécies-alvo, sendo importantes técnicas dentro do MIP (MOREIRA et al.,
2005).
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4 MATERIAL E METODOS
Coleta e avaliagdo do comportamento dos insetos em condicfes de laboratério

Coleta dos insetos

Os insetos foram coletados de frutos de graviola infestados em pomares comerciais nos
municipios de Limoeiro de Anadia (Latitude: -9.73797, Longitude: -36.5031 9° 44’ 17” Sul,
36° 30’ 11” Oeste), Arapiraca (Latitude: -9.75164, Longitude: -36.6604 9° 45” 6” Sul, 36° 39’
37” Oeste) e Maragogi (Latitude: -9.01271, Longitude: -35.2213 9° 0’ 46” Sul, 35° 13° 17”
Oeste) estado de Alagoas (Figura 7).

Os frutos foram encaminhados para o Laboratdrio de Pesquisas em Recursos Naturais
(LPgRN) da Universidade Federal de Alagoas (UFAL) sendo mantidos durante o transporte
acondicionados em baldes, substituindo a tampa de plastico por tecido voil para permitir a
circulacdo de ar (Figura 8).

No laboratério, os frutos foram transferidos para gaiolas de PVC, circundada com tela,
(dimensdes de 50cm x 50cm x 50cm) (Figura 9), até a emergéncia dos insetos, 0s quais eram
separados por sexo e mantidos separadamente em gaiolas menores confeccionadas com tela
antiafidica (dimensdes de 30cm x 30cm x 30cm), sendo alimentados com solucdo de melaco a
10%, para a montagem dos experimentos.

Posteriormente, realizava-se a observacdo do comportamento dos insetos.

Comportamento dos insetos
As observagGes do comportamento dos insetos para conhecimento do horario de
atividade sexual e a determinacdo do sexo responsavel pela liberacdo do feroménio foram

realizadas no Laborat6rio de Pesquisa em Recursos Naturais (LPgRN)-UFAL.

Para essa avaliacdo, foram liberados em gaiolas confeccionadas com tela antiafidica
(dimensdes de 30cm x 30cm x 30cm),10 individuos de cada sexo , com 24 e 48 horas de idade,
durante o horério de atividade sexual entre 09:00h e 14:00h, anotando-se todos o0s

comportamentos realizados pelos insetos (Figura 10).

Figura 10 - Observacdo do comportamento dos insetos. A) machos e fémeas separados por
gaiola; B) macho e fémea juntos dentro do tubo.
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Fone: Autora, (2021).

Extracdo e Isolamento dos componentes cuticulares dos insetos

Extracdo da superficie do corpo dos insetos

Os procedimentos para obtencdo dos compostos da superficie do corpo dos insetos
foram desenvolvidos no Laboratdrio de Pesquisa em Recursos Naturas (LPQRN) - UFAL. Para
a realizacdo do procedimento de extracdo, o numero de insetos variou de acordo com a

disponibilidade deles, foram utilizados 500ul de solvente hexano grau HPLC (Merck,

Alemanha).

A medida que os insetos, machos e fémeas, iam emergindo, com 24 e 48h era feito a

extracao do corpo utilizando-se 500ul de solvente hexano grau HPLC (Merck, Alemanha). Os

insetos foram inseridos em tubos de ensaios de fundo chato, separadamente, mantidos em
freezer de 1 a 2 minutos para serem sacrificados, e em seguida, foram acrescentados 500uL de
solvente (hexano) nos tubos por 2 min. Apoés esse periodo, a solu¢éo foi filtrada em uma coluna
de 1& de vidro, preparada em uma pipeta de Pasteur de vidro. Os extratos de 300uL filtrados,
foram transferidos para (vials) de 2 mL de volume e armazenados a -20 °C até o momento de
utilizacdo nos experimentos. A metodologia aplicada para essa pesquisa foi adaptada de
Krokos; Konstantopoulou; Mazomenos (2001), sendo um procedimento adotado em todos 0s

estudos no laboratoério.

Extracdo por solvente: Torax/abdome

A extracéo foi realizada durante o horario de atividade sexual dos insetos, entre 09:00 e
14:00 horas, utilizando-se 10 fémeas e 10 machos de 24 e 48 horas de idade que foram mantidos
em freezer de 1 a 2 minutos para sacrifica-los. Os insetos adultos foram seccionados na cabeca,
torax e abdome. 10 térax e dez abdome excisadas de machos e de fémeas foram adicionados
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separadamente em tubos de ensaio de 5mL, em seguida, foram inseridos 200ul de solvente
(hexano) nos tubos por 2 min. (Figura 5) para produzir um extrato bruto de cada parte do inseto.
Uma coluna de |a de vidro, preparada em uma pipeta de Pasteur de vidro, foi usada para filtrar
esses extratos. Os filtrados com um volume de aproximadamente 150puL foram transferidos

para (vials) e armazenados a -20 ° C para posterior utilizagdo nos experimentos (Figura 11).

Figura 11 - Extracdo por solvente de torax e abdome. A) parte dos insetos no hexano; B)
materiais utilizados para a extracao.

Extracdo por maceragdo: Torax/abdome

A extracdo foi realizada durante o horario de atividade sexual dos insetos, com 20
individuos de cada sexo de 24 e 48 horas de idade por extrato. Os insetos adultos foram
adicionados separadamente em tubos de ensaio de 5mL, mantidos em freezer de 1 a 2 minutos
para sacrifica-los, em seguida, realizou-se a separac¢do do corpo do inseto em cabeca, torax e
abdome. As partes do térax e do abdome excisados de machos e de fémeas foram adicionados
separadamente em tubos de ensaio de 5mL e macerados com o auxilio de um bastéo de vidro e
extraidos com 500uL de solvente (hexano grau HPLC) nos tubos por 2 min. para produzir um
extrato bruto. Em uma coluna de |a de vidro, preparada em uma pipeta de Pasteur de vidro,
estes extratos foram entdo, filtrados, transferidos para (vial) contendo volume de

aproximadamente 300uL e armazenados a -20 ° C até a utilizagcdo nos experimentos.

Aeracao

Coleta dos compostos volateis dos insetos adultos por “head space” dindmico
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Na coleta dos compostos volateis (COVS) por “head space” dindmico ou simplesmente
aeracdo, grupos entre 10 e 100 insetos adultos virgens e copulados foram acondicionados
separadamente em camaras de aeracdo de vidro com capacidade para 125mL. No sistema
fechado o ar, previamente filtrado com carvéo ativado foi passado através do sistema pelo uso
de um compressor com fluxo de 300 mL/min, para o arraste das substancias volateis emitidas

pelos insetos.

Para a coleta dos COVs foi utilizado um “trap” constituido de 50mg do adsorvente
Porapak Q (Etilvinilbenzeno-divinilbenzeno) mesh 50/80 (Supelco Inc., Bellefonte, PA 16823
Estados Unidos) em um tubo de vidro de 03 mm de didmetro. Esse “trap” foi colocado na saida
do sistema conectado a bomba de vacuo com arraste de 200 mL/min. A limpeza e ativa¢do do
“trap” de Porapak foi realizada previamente ao uso e para isso utilizou 1mL de metanol
(solvente grau HPLC) e 1mL de hexano (solvente grau HPLC) e aquecido a 120°C, por duas
horas com passagem de ar limpo. As aeragOes foram realizadas continuadamente durante o
periodo das 09:00 as 17:00 horas. Ao término das aeracdes, a dessor¢do dos compostos foi
realizada filtrando 500 puL de hexano bidestilado pelos “traps” contendo 0s volateis. Os extratos

obtidos foram armazenados em freezer a -20°C até a utilizacdo nos experimentos. (Figura 12).

Figura 12 - Coleta dos Compostos Organicos Volateis (COVs) dos insetos e de
graviola.

Fonte: Autora, (2021).

Analise dos Compostos organicos volateis por cromatografo a gas com detector em
ionizacdo em chama (CG/DIC).
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Os extratos de aeracdo da broca da semente de graviola, B. pomorum foram analisados
por cromatografia gasosa acoplada ao detector por ionizagdo em chamas (CG-DIC) (Shimadzu,
Kyoto, Japdo), coluna NST 05 (30 m, 0,25 mm di.; Restek®, Bellefonte, PA, USA), para a
analise da composicdo quimica dos extratos obtidos. O método utilizado para a analise dos
extratos foi: temperatura do injetor a 250 °C, a coluna foi mantida a 50 °C por 5 min, seguindo-
se aquecimento por 10 °C por minuto até atingir 280 °C, sendo mantida a 280°C por 15 min.
Utilizando-se como gas de arraste o nitrogénio e injecao de 1 pL da amostra para andlise. O no
modo de injecao usado foi “splitless”. Os cromatogramas foram analisados com o célculo de
KI.

Os extratos cuticulares de B. pomorum foram analisados por cromatografia gasosa
acoplada ao detector por ionizacdo em chamas (CG-DIC) (Shimadzu, Kyoto, Japdo), com a
seguinte programacéo: temperatura do injetor 200°C, coluna NST 05 (30 m, 0,25 mm di.;
Restek®)) iniciada a 130 °C seguindo-se aquecimento 20 °C por minuto até atingir 150 °C e 18
°C por minuto até atingir 280°C, sendo mantida a 280°C por 25 min. Uma aliquota de 1 pL dos
extratos de corpo inteiro de machos e fémeas foi injetada, o nitrogénio foi o gas de arraste com
fluxo de 0.83 mL/min. O modo de injegdo usado foi “splitless” Os cromatogramas obtidos
foram analisadoa e comparados para detectar compostos quimicos especificos de cada sexo com
o célculo de KI.

Bioensaio comportamental em olfatbmetro Y

Os estudos comportamentais de B. pomorum foram realizados usando 0s extratos
coletados através dos insetos adultos. Os bioensaios de olfatometria foram realizados utilizando
um olfatdmetro em Y para investigar a resposta comportamental dos insetos adultos, sendo
operado com um fluxo de ar continuo de 0,4 L/min, previamente umidificado e filtrado com
carvao ativado.

A fonte de odor utilizada foi uma aliquota de 10 pL do extrato de aeracdo de fémeas,
impregnada a um pedago de papel de filtro de (1,5 x 2,0) inserido dentro da extremidade de um
dos bracos do olfatdbmetro, e no braco oposto foi adicionado o papel filtro impregnado com 10
uL de hexano (controle). Um macho de B. pomorum adulto foi introduzido no brago central do
olfatdbmetro. e seu comportamento foi observado durante 5 minutos. A escolha foi registrada
quando o inseto adulto ultrapassou a marcagéo correspondente a 75% do comprimento do braco
escolhido. A decisdo de "nédo escolha™ foi registrada, quando o inseto ndo caminhava contra o

fluxo de ar e/ou néo atingia a porc¢ao considerada durante os 5 minutos observados. A fonte de
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odor foi substituida a cada individuo testado. O olfatdbmetro foi modificado a cada 5 repetices
no experimento, para evitar o viés direcional e lavados em &agua corrente, etanol e agua
destilada, a cada 10 repeticGes, sendo posteriormente secado em estufa de esterilizacdo a 150°C.
Os experimentos foram realizados no periodo entre 09:00 e 14:00 horas, para cada experimento
foram testados 30 machos e cada inseto testado foi considerado como uma repeticdo. Dessa
forma, realizou-se um nimero de 30 repeti¢Ges para cada tratamento.

Para analise dos dados das respostas de machos para os tratamentos em olfatémetro, os
dados foram transformados em porcentagem e foi usado o teste Qui-quadrado através do
Software SAS. Os insetos que ndo escolheram nenhum dos bragos foram excluidos da anélise
estatistica.

Eletroantenografia

Os extratos de aeracao de fémeas foram analisados contra as antenas de insetos machos
adultos pela técnica de eletroantenografia. Os insetos machos foram anestesiados por um
minuto em temperatura de (-20°C), e utilizando-se uma tesoura entomoldgica, a cabeca do
inseto foi seccionada na base e, com o auxilio de uma pinca metélica, foi fixada em um contra
eletrodo e o apice do flagelo de uma das antenas foi inserido no eletrodo de trabalho. Um gel
condutor de eletricidade foi utilizado para fixar a base da cabeca no contra eletrodo e para cobrir
o flagelo da antena no eletrodo de trabalho.

A resposta das antenas de machos de B pomorum para os extratos obtidos, foi avaliada
por um sistema gerador de pulsos (Stimulus Controller CS 55, Syntech) programado para gerar
um puff com duracéo de 0,3s. Para este experimento foi utilizado como fonte de odor os extratos
de aeracdes de fémeas e hexano grau HPLC. Para cada repeticao uma aliquota de 10 uL de cada
tratamento foi adicionada sobre um pedago de papel de filtro de 2,0 cm?, inserido em uma pipeta
de Pasteur de vidro e, posteriormente conectada ao sistema gerador de pulsos. Cada antena
testada recebeu estimulos de hexano e extratos por trés vezes e ao término de cada triplicata,
trocava-se a antena. Um total de 9 antenas foram testadas para cada tratamento. Os dados foram
submetidos ao teste de hipoteses, teste t de Student ao nivel de 5% de probabilidade. Usando o

software estatistico SAS.

Analise dos compostos organicos volateis por cromatografia a gas com detector
eletroantenogréafico (CG-EAG)
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Os extratos de aeracdo da broca da semente de graviola, B. pomorum foram analisados
por cromatografia gasosa a acoplada a um detector Eletroanetenografico (CG-EAG) (Shimadzu
QP2010, Shimadzu, Kyoto, Japdo) coluna RTX-5 (30 m, 0,25 mm d.i.; Restek®), com a
finalidade de identificar compostos eletrofisiologicamente ativos nos extratos de B. pomorum.
O método utilizado para a analise dos extratos consistiu na programacao da temperatura do
injetor a 250 °C, a coluna foi mantida a 50 °C, seguindo-se aquecimento por 10 °C por minuto
até atingir 250 °C, seguindo-se aquecimento por 10 °C por minuto até atingir 280°C, sendo
mantida a 280°C por 15 min. O nitrogénio foi utilizado como gas de arraste com o fluxo de 1,10
mL/mim. O volume de inje¢ao foi de 1uL de amostra no modo “splitless”.

No procedimento de preparagdo das antenas de B. pomorum, os machos adultos foram
anestesiados por um minuto em temperatura de (-20°C) e, utilizando-se uma tesoura
entomoldgica a cabeca do inseto foi seccionada na base e, com o auxilio de uma pinca metalica,
foi fixada em um contra eletrodo e o &pice do flagelo de uma das antenas foi inserido no eletrodo
de trabalho. Um gel condutor de eletricidade foi utilizado para fixar a base da cabega no contra

eletrodo e para cobrir o flagelo da antena no eletrodo de trabalho (Figura 13).

Figura 13 - Antena de machos adultos de B. pomorum fixada no eletrodo.

Fonte: Autora, (2020).

Analises dos compostos organicos volateis por cromatografia a gas acoplada ao

espectrometro de massas (CG-EM).

Os espectros de massas dos extratos de B. pomorum foram obtidos através da analise de
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM). Os extratos foram
injetados no CG-EM modelo 2010 PLUS, (Shimadzu, Kyoto, Japao), em coluna Nist-01 (100%
Dimetilpolisiloxano) com (30m, d. 0,25mm). O método utilizado para a analise dos extratos

constituiu na programacao da temperatura do injetor a 200 °C, no modo “splitless”, a coluna foi
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mantida a 50 °C por 5 min, 10 °C por minuto até atingir 280 °C, sendo mantida por 15 min.
Uma aliquota de 1 pL das amostras de aeracdo de fémeas foi injetada, tendo o hélio como gas
de arraste, com um fluxo de 1.30 mL/min. A identificacdo dos compostos se deu por analise

dos espectros, comparacdo com a biblioteca (NIST 08/ NIST 11/ NIST 27 e NIST147) e com

padrdes por coinjecdo quando possivel.
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4RESULTADOS E DISCUSSAO
Comportamento de corte Bephratelloides pomorum

Em estudos comportamentais de machos e fémeas de B. pomorum em laboratério, foi
possivel observar que a corte entre os espécimes é realizada pelo macho, que realiza
incialmente antenacdes, até a percepcdo das fémeas, logo apds, realiza movimentos laterais,
movimentando-se rapidamente de um lado para outro a0 mesmo momento que vibra as asas.
Na maioria dos casos, 0s machos realizaram esses movimentos mais de uma vez, para conseguir
realizar a copula, que apos ser aceito no cortejo, prende-se ao dorso da fémea e efetua a copula.
Além disso, verificou-se que geralmente 0s machos emergem primeiro que as fémeas, e que ao
emergirem, 0s espécimes ja estdo preparados para a copula.

Esses resultados corroboram com resultados obtidos por Nascimento et al. (1998) que
ao estudar o comportamento de acasalamento de B. pomorum em semi-campo e laboratério
verificaram que ao emergir e atingir a superficie do fruto, a vespa ja estd pronta para o
acasalamento e que geralmente os machos emergem primeiro aguardando a emergéncia das
fémeas. Enfatizaram ainda que o reconhecimento de uma fémea ocorre a curta distancia e que
0s machos atraidos exibem um comportamento de corte peculiar que pode ser dividido em trés
etapas, antenacao, saltos laterais e vibragdes das asas. Esses resultados evidenciam que a fémea

de B. pomorum libera o feroménio responsavel pela intera¢do e a copula entre os espécimes.

Extratos de corpo inteiro de Bephratelloides pomorum

A andlise dos extratos cuticulares de fémeas e machos de B. pomorum, possibilitou a
verificacdo da presenca de compostos da classe dos hidrocarbonetos. Como apresentado na
Figura 14, os cromatogramas oriundos do extrato dos individuos fémeas e dos machos séo

similares.

Figura 14 - Cromatograma de ions totais dos extratos de cuticulares de inseto adulto macho e
fémea de B. pomorum
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A primeira analise dos compostos de corpo inteiro dos adultos de B. pomorum mostra a
presenca de hidrocarbonetos lineares, os extratos apresentaram os compostos, Pentacosano,

heptacosano, octacosano e nonacosano (Tabela 2).

Tabela 2. indice de Kovats para 0s compostos presentes no extrato de cuticulares
de individuos fémea e macho da broca-da-semente de anonaceas B. pomorum

Compostos

Fémeas I1Ka Machos K2 Kb
Pentacosano + 2501 + 2501 2500
Heptacosano + 2701 + 2701 2700
Octacosano + 2801 + 2801 2800
Nonacosano + 2901 + 2901 2900

Ika-Indice de Kovats calculado; Ikb- Indice de Kovats observado no pherobase.

Nascimento et al. (1998), realizando a analise por espectrometria de massas dos extratos
de corpo inteiro de fémeas virgens de B. pomorum, identificaram 12 compostos cuticulares em
sua totalidade. Esses resultados apresentam similaridade com os resultados do presente estudo,
pois foram verificados em nossas andlises a presenca de trés desses compostos, o pentacosano,
heptacosano e nonacosano.

Além disso, Soares (2015) estudando a variacdo inter e intraespecifica da composi¢édo
quimica cuticular de 5 espécies de vespas sociais da familia Polistinae, ordem Hymenoptera
identificaram diversos compostos, e detectaram que dentre os compostos identificados, 10 deles

ocorreram em todas as espécies de vespas, € em similaridade com nossos resultados os
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compostos pentacosano, heptacosano, octacosano e nonacosano, foram observados nos extratos
das micro-vespas da espécie B. pomorum (Hymenoptera: Euritomiydae).

Os hidrocarbonetos que sdo compostos simples, formados essencialmente dos
elementos hidrogénio e carbono ganharam maior atencdo nas ultimas décadas (BLOMQUIST,;
BAGNERES, 2010). Estes compostos sdo constituintes da camada lipidica que recobre a
cuticula dos insetos e sdo essenciais para a sobrevivéncia deles, portanto tém como fungéo
primaria evitar a dessecacdo desses individuos (LOCKEY, 1988), além de criar uma barreira
contra microrganismos (PROVOST et al., 2008).

Estes compostos atuam como sinais quimicos para a comunicagdo entre os insetos,
sobretudo, os sociais, possibilitando o reconhecimento de companheiros de ninho, do seu sexo
e casta (HOWARD, 1993; SINGER et al., 1998; VANDER MEER; MOREL, 1998).

Extratos de “Head space” dinamico de fémeas de Bephratheloides pomorum

A resposta de machos de B. pomorum para o extrato de aeracdo de fémeas indica
comportamento de atragdo, pois observou-se diferenca significativa (P= 0,000673) entre o
namero de insetos que escolheram o tratamento com o extrato de aeracéo (53,4%) e o controle
(23,3%) (Figura 14).

Figura 14. Resposta comportamental de machos (n=30) de B. pomorum para extrato de aeracéo
de fémea em olfatdmetro de dupla escolha. (*) indica diferenca significativa entre o0s
tratamentos pelo teste Qui-quadrado (GL=1; ¥*>=11,56; P= 0,000673).

Hexano ® Aeracéo Néo respoderam
23,3%

100% 80% 60% 40% 20% 0% 20% 40% 60% 80% 100%
Porcentagem de resposta
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Eletroantenografia

O extrato obtido por “head space ” dindmico de femeas do B. pomorum frente as antenas
de machos de B. pomorum em cromatografia gasosa e detector eletroantenogréafico indicou a
resposta de atividade para trés picos, como mostrado na figura abaixo.

Figura 15 — Cromatograma do extrato de “head space” dinamico de fémeas de B.

pomorum e resposta eletroantenografica das antenas de machos de B. pomorum.

——CG-FID (uV) ——CG-EAG (nV)
1490 1589 1818
13,1 13.6 14,1 14.6 15.1 15,6 16,1 16.6 17,1 17.6

Tempo de reten¢do (minutos)

Na: NUmero de repeticdes = 7; NP: Numero de resposta para cada pico; IK (1490) = Nb: 3
; IK (1589) = 4; 1K (1818) = Nb: 6

Os Indices de Kovats para cada composto, calculados nas anélises de GC-MS, e que
estdo representados na Figura 14, como 2,4-terc-butilfenol (1490), 1-hexadeceno (1589) e
2,6,10,14-tetrametilhexadecano (1818).

Através das analises de CG-EAG dos extratos foi possivel observar que as respostas
antenograficas dos machos se refletiu em 6 repeticbes para o composto 2,6,10,14-
tetrametilexadecano presente no extrato de “head space” dindmico de fémeas da mesma
especie.

A analise do cromatograma dos extratos obtidos por headspace dindmico de fémeas de
B. pomorum permitiu observar diferentes compostos distribuidos em 5 classes quimicas

distintas como; alcoois, aldeidos, ésteres, fenois e hidrocarbonetos (Tabela 3), sendo verificado
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dentre as 5 classes a presencga de 12 compostos. Essa verificacdo foi baseada na analise por

GC-MS, 2 desses compostos foram confirmados por compara¢do com padrdes.

Tabela 3 — Compostos presentes nos extratos de aeracdo de fémeas de B. pomorum

Classe quimica Compostos IK2 IKP

Alcool Fitol 1999 1696

2 - Ethil hexanol 1015 1013

Octanal 984 982

Aldeido Decanal 1186 1189

Nonanal 1084 1084

Ester 2 hexenoato de metila 942 947
Fenol 2 4-terc-butilfenol 1490 -

Ocimeno 1007 1043

1-hexadeceno 1589 1586

Hidrocarbonetos 2,6,10,14-tetrametilhexadecano 1818 1812

3,7-dimethildecano 1062 1133

Dodecano 1201 1200

Ika: Indice de Kovats calculado; 1k?: indice de Kovats pesquisado no pherobase; - Ik n&o
encontrado; Sublinhados (compostos verificados através da analise por GC-MS); em negrito
(compostos confirmados através de padrdes).

O fitol, um dos representantes da classe dos alcoois, foi verificado na analise dos
cromatogramas dos extratos de B. pomorum. Esse composto também foi encontrado em analises
cromatograficas de diferentes extratos brutos de Annona squamosa e Annona muricata, por
Deewatthanawong et al. (2019) Como B. pomorum, é um inseto praga das anonaceas e convive
constantemente nesses cultivos, a identificacdo deste composto nos extratos pode ter ocorrido
devido a este fato.

Além disso, este composto € um componente da molécula da clorofila, presente em

folhas verdes de varias plantas medicinais (COSTA et al., 2012). Sendo vastamente encontrado
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em Oleos essenciais de plantas arométicas, como Cleome serrata e Lantana radula e possui
varias atividades terapéuticas (DAINES et al., 2003; SILVA et al., 2013).

Através da analise dos extratos também foi possivel observar o composto 2 hexenoato
de metila, que pertence a classe quimica dos ésteres. Oliveira et al. (2003) em um estudo dos
compostos organicos volateis de Annona muricata, também identificaram o composto 2
hexenoato de metila como um dos 5 compostos mais importantes e que contribuem
efetivamente para o aroma da fruta. A identificacdo deste composto no extrato pode estar
relacionada ao contato de B. pomorum com os frutos de A. muricata, ja que este inseto é uma
praga endofitica das sementes das anonéceas e esta bastante presente nos cultivos de
gravioleiras.

O composto 2,4-terc-butilfenol representante da classe dos fenois, verificado na analise,
é um fenol lipofilico relatado em pelo menos 169 espécies de organismos (ZHAO et al., 2020).
Negri et al. (2019), analisando os extratos da prépolis de Scaptotrigona aff. postica
(Hymenoptera, Apidae, Meliponini) identificaram 2,4-terc-butilfenol como um dos compostos
presentes nos extratos. Em outros estudos, Huang et al., (2014) e Pasupuleti et al., (2017)
relatam que a composicdo quimica da prépolis varia de acordo com a flora visitada pelas
abelhas, a regido, e 0 momento da coleta. O 2,4-terc-butilfenol também foi relatado por Ngaini
et al., (2021), como constituinte do mel de Abelha sem ferrdo de Bornéu, Heterotrigona itama
(Hymenoptera). Como foi observado na literatura, este composto foi relatado em produtos de
duas espécies de abelhas sem ferrdo da ordem Hymenoptera, sendo relatado nas nossas analises
como constituinte dos COVs de Headspace dinamico da micro-vespas, B. pomorum
(Hymenoptera: Eurytomyidae).

Alguns compostos pertencentes da classe dos hidrocarbonetos foram observados como
0 ocimeno, 1-hexadeceno e 2,6,10,14-tetrametil hexadecano.

O composto 1-hexadeceno é um hidrocarboneto comumente observado nos insetos e na
ordem Hymenoptera esse composto foi relatado como componente da secrecdo da glandula
mandibular de abelhas da espécie Oxytrigona mediorufa (Cockerell, 1913) (Hymenoptera:
Apidae) (CRUZ-LOPEZ et al., 2007), como um componente do feroménio de alarme dessa
espécie. Esta presente na glandula de Dufour de formigas da espécie Leptothorax gredleri
(HEINZE et al., 1998).

O 2,6,10,14-tetrametilexadecano identificado nas nossas analises foi relatado por
Nikbakhtzadeh et al. (2009) como constituinte quimico da secre¢do da glandula abdominal de
formigas da espécie Pachycondyla sennaarensis (Formicidae: Ponerinae), por Masteli¢ et al.

(2006) nos volateis das flores de Prunus mahaleb L. e foi descrito no 6leo essencial de partes
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aéreas de Ficaria kochii, (TAVAKOLI et al., 2012) e nos frutos de Pyrus ussuriensis (QIN et
al., 2012).

A confirmacéo dos compostos identificados como 2,6,10,14-tetrametilexadecano e fitol,
foi realizada através de comparacdo com padrbes sintéticos, sendo analisados nas mesmas

condigdes dos extratos (Figura 16).

Figura 16 — Analise do GC-MS: A) extrato de aeracdo de fémea e B) injecdo dos
produtos 2,6,10,14-tetrametilexadecano e Fitol.
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5 CONCLUSOES

As analises cromatograficas dos extratos de “head space” dindmico de fémeas, indicam
a presenca de 12 compostos, Fitol, 2 - Ethil hexanol, Octanal, Decanal, Nonanal, 2 hexenoato
de metila, 2,4 terc-butilfenol, Ocimeno, 1-hexadeceno, 2,6,10,14-tetrametilhexadecano, 3,7-
dimethildecano e Dodecano. Os compostos, Fitol e 2,6,10,14-tetrametilexadecano foram

confirmados pelo uso de Padrdes.

Os estudos eletroantenografios mostraram que os machos de B. pomorum responderam
aos compostos 2,4-terc-butilfenol, 1-hexadeceno e 2,6,10,14-tetrametilhexadecano presentes
nos extratos de “head space” dindmico de fémeas, apresentando respostas positivas apenas para

0 composto 2,6,10,14-tetrametilexadecano.
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