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RESUMO

A mosca das frutas Anastrepha obliqua (Diptera: Tephritidae) representa uma das principais
pragas da fruticultura mundial, visto que é um inseto polifago cuja larva se alimenta da polpa
de frutos, gerando grandes prejuizos econdmicos para 0s paises produtores e exportadores. Uma
ferramenta promissora para 0 manejo integrado desta praga € o uso de iscas a base de compostos
volateis de frutos hospedeiros combinados com o feromdnio sexual de machos. Com o intuito
de compreender o papel de compostos organicos volateis presentes nas misturas liberadas por
frutos hospedeiros e por machos virgens deste inseto-praga, em etapas distintas do
comportamento reprodutivo (chamamento e copula), o presente trabalho objetivou avaliar o
efeito de formulacbes de misturas dos compostos comuns a mistura feromonal liberada por
machos virgens de A. obliqua e aos frutos hospedeiros goiaba, carambola e manga na atragéo e
no desempenho sexual de machos. Os compostos comuns a mistura feromonal e aos trés frutos
hospedeiros foram obtidos através de comparacdes de dados da literatura, onde o0s constituintes
volateis liberados por machos virgens de A. obliqua e por seus frutos hospedeiros, goiaba,
manga e carambola, foram extraidos e identificados pelo uso das técnicas de aeracdo,
cromatografia gasosa bidimensional acoplada a espectrometria de massas (CGxXGC-EM) e
cromatografia gasosa unidimensional acoplada a espectrometria de massas (CG-EM). Os
bioensaios de atratividade foram realizados em arena de vidro de dupla escolha, e 0s ensaios de
avaliacdo da performance sexual foram conduzidos apenas em arena de vidro. Os dados obtidos
foram analisados pelos testes de Wilcoxon e qui-quadrado, respectivamente, com p<0,05. Os
resultados obtidos demonstraram que, todas as formulagdes derivadas dos compostos comuns
a goiaba e a mistura feromonal (M1FG, M2FG, M3FG, M4FG e M5FG) atrairam tanto
quanto a formulacdo da mistura do extrato de goiaba com o extrato de machos. Ao avaliar 0s
resultados do efeito da exposi¢do de machos a estas mesmas formulagdes, observou-se que,
apenas a mistura M1FG aumentou o nimero de acasalamentos dos machos expostos. Para as
formulacGes oriundas dos compostos comuns a carambola e a mistura feromonal, apenas as
misturas M2FC, M3FC e M4FC foram atrativas para os machos. Os bioensaios de avaliacdo
do efeito da exposicdo de machos mostraram que, nenhuma formulacdo derivada do fruto
carambola influenciou o comportamento de acasalamento de machos de A. obliqua. Quanto aos
ensaios com as formulac@es constituida por compostos comuns a manga e a mistura feromonal,
foi observado que as misturas M2FM, M3FM, M4FM exerceram atratividade semelhante ao
tratamento controle (mistura da aeragcdo de manga com aeracdo de machos). Observou-se ainda
que, a mistura M1FM atraiu menos do que o controle e a mistura M5FM exerceu maior
atratividade do que o tratamento controle. O numero de acasalamentos de machos expostos as
misturas M1FM, M2FM e M4FM foi maior quando comparado aos machos ndo expostos.
Assim, é possivel concluir que, as formulagdes atrativas para machos de A. obliqua, bem como
as formulagbes que auxiliam no aumento de sua performance sexual, apresentam grande
potencial de emprego em estratégias de controle e monitoramento deste inseto-praga no campo.

Palavras-chave: tefritideos, infoquimicos, atraentes para machos, afrodisiaco, efeito sinérgico



ABSTRACT

The fruit fly Anastrepha obliqua (Diptera: Tephritidae) represents one of the main pests of fruit
growing worldwide, since it is a polyphagous insect whose larva feeds on fruit pulp, causing
great economic losses for producing and exporting countries. A promising tool for the
integrated management of this pest is the use of baits based on volatile compounds from host
fruits combined with the sex pheromone of males. In order to understand the role of volatile
organic compounds present in the mixtures released by host fruits and by virgin males of this
insect pest, in different stages of reproductive behavior (calling and copulation), this study
aimed to evaluate the effect of formulations of mixtures of common compounds the pheromonal
mixture released by virgin males of A. obliqua and the host fruits guava, carambola and mango
in the attraction and sexual performance of males. The compounds common to the pheromonal
mixture and to the three host fruits were obtained through comparisons of data from the
literature, where the volatile constituents released by virgin males of A. obliqua and by their
host fruits, guava, mango and carambola, were extracted and identified by the use of aeration
techniques, two-dimensional gas chromatography coupled to mass spectrometry (GCxGC-MS)
and one-dimensional gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS). The
attractiveness bioassays were performed in a double-choice glass arena, and the sexual
performance evaluation tests were conducted only in a glass arena. The data obtained were
analyzed by Wilcoxon and chi-square tests, respectively, with p<0.05. The results showed that
all formulations derived from compounds common to guava and the pheromonal mixture
(M1FG, M2FG, M3FG, M4FG and M5FG) attracted as much as the formulation of the mixture
of guava extract with male extract. When evaluating the results of the effect of exposing males
to these same formulations, it was observed that only the M1FG mixture increased the number
of matings of exposed males. For the formulations derived from the common compounds
carambola and the pheromonal mixture, only the mixtures M2FC, M3FC and M4FC were
attractive to males. Bioassays evaluating the effect of male exposure showed that no
formulation derived from carambola fruit influenced the mating behavior of A. obliqua males.
As for the tests with the formulations consisting of compounds common to mango and the
pheromonal mixture, it was observed that the mixtures M2FM, M3FM, M4FM exerted similar
attractiveness to the control treatment (mixture of mango aeration with male aeration). It was
also observed that the M1FM mixture attracted less than the control and the M5FM mixture
exerted greater attractiveness than the control treatment. The number of matings of males
exposed to the M1FM, M2FM and M4FM mixtures was higher when compared to non-exposed
males. Thus, it is possible to conclude that the formulations that are attractive to A. obliqua
males, as well as the formulations that help to increase their sexual performance, have great
potential for use in control and monitoring strategies for this insect pest in the field.

Keywords: tephritids, infochemicals, male-attractants, aphrodisiac, synergic effect
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1. INTRODUCAO

A demanda global por alimentos tem exigido, cada vez mais, 0 aumento na escala de
producdo por parte dos paises exportadores, fazendo com que o0 processo produtivo seja cada
vez mais dependente de agrotoxicos e fertilizantes (MELO, 2010; CASSAL et al., 2014;
SAATH & FACHINELLO, 2018). Estes fatores tém impactado diretamente no surgimento de
varios insetos-praga, devido, basicamente, a quatro fatores: a oferta de alimento, a alta taxa
reprodutiva, o habito alimentar polifago e a auséncia de inimigos naturais (ZARBIN, 2009).
Estima-se que a soma das perdas diretas e indiretas causadas pelas moscas-das-frutas pode
exceder a US$ 1 bilhdo por ano no mundo e a US$ 242 milhdes por ano no Brasil (DIAS-PINI
et al., 2022). Dentre os insetos-praga que causam maior prejuizo econdmico a fruticultura
mundial, estdo as moscas das frutas do género Anastrepha, as quais se encontram distribuidas
desde os Estados Unidos até a parte sul do continente americano (NUNEZ-BUENO, 1994).
Neste continente, o Brasil é o pais que apresenta a maior diversidade de espécies de Anastrepha
(NORRBOM, 2004), sendo que as mais polifagas sdo A. fraterculus (Wiedemann, 1830) e A.
obligua (Macquart, 1835) (ZUCCHI, 2000).

A espécie A. obligua (Macquart) destaca-se por sua importancia econdmica nas
Américas, apresentando ampla distribuicdo nos paises deste continente, com destaque para
Colémbia e México (CRUZ-LOPEZ et al., 2006). No Brasil, ela é caracterizada como uma
praga de restricdo quarentenaria associada a 70 espécies de frutos hospedeiros (ZUCCHI &
MORAES, 2021). Dentre os frutos hospedeiros desta praga, destacam-se a manga (Mangifera
indica L.), o jambo (Jambosa sp), a goiaba (Psidium guajava L.) e a carambola (Averrhoa
carambola L.), sendo a manga, a carambola e a goiaba os frutos com maiores niveis de
infestacdo no Estado de Alagoas (GONCALVES, 2001).

Um dos principais modos de comunicacdo utilizado por tefritideos € o quimico,
mediante 0 emprego de sinais quimicos (semioquimicos) (LAW & REGNIER, 1971, LIMA-
MENDONCA et al., 2014). Os semioquimicos envolvidos em interagdes intraespecificas (entre
organismos da mesma espécie) sdo classificados como feromonios e, quando agem provocando
mudancas comportamentais especificas no organismo receptor, sdo denominados de
feromonios de efeito desencadeador. Em tefritideos estes sinais influenciam os comportamentos
de atracdo, copula e marcacdo de hospedeiros (ALUJA et al. 2001, LIMA-MENDONCA et al.,
2014, MILET-PINHEIRO et al. 2015). J& os sinais quimicos que medeiam interacoes
interespecificas (entre organismos de espécies diferentes) sdo denominados aleloquimicos e,

dependendo das vantagens conferidas ao emissor, ao receptor ou a ambos 0s organismos sao
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denominados alomonios, cairomonios e sinoménios (WHITTAKER, 1970, NORDLUND &
LEWIS, 1976, LIMA-MENDONCGCA et al., 2014). Nas interacGes entre insetos fitofagos e seus
hospedeiros, os cairomdnios sdo 0s sinais que afetam o comportamento reprodutivo, atuando
como pistas olfativas que auxiliam os insetos na localizacdo de sitios adequados para
alimentacéo, acasalamento e oviposi¢cdo (LANDOLT & PHILLIPS, 1997). Adicionalmente, os
cairomonios podem influenciar a emisséo de feromonios ou potencializar a agdo destes sinais,
exercendo um efeito sinérgico (LANDOLT & PHILLIPS, 1997).

Devido a sua especificidade, a identificacdo dos cairoménios de tefritideos vem
despertando o interesse de pesquisadores, objetivando o seu uso no controle destes insetos, seja
sob a forma de atraentes para captura de insetos adultos (MALO et al., 2012; SILVA, 2017) ou
para aumentar a competitividade e sucesso no acasalamento de machos estéreis com fémeas
selvagens pelo uso da Técnica do Inseto Esteéril [TIE] (VERA et al. 2013, BACHMANN et al.,
2015, TAVARES, 2020).

Pesquisas desenvolvidas com outras espécies de tefritideos, inclusive Ceratitis capitata
e Anatrepha fraterculus, demonstraram que compostos volateis oriundos de 6leos essenciais ou
de frutos hospedeiros conferem vantagens aos machos expostos a esses odores, influenciando
diretamente no comportamento reprodutivo destes insetos (LANDOLT; PHILIPS, 1997;
NISHIDA et al., 2000; SHELLY; VILLALOBOS, 2004; PAPADOPOULOS et al., 2001, 2006;
SHELLY et al., 2008; KOULOUSSIS et al., 2013; FLORES et al., 2011; VERA et al., 2013).

No tocante aos cairomdnios de frutos hospedeiros para A. obliqua, um estudo conduzido
por MALO et al. (2012) demonstrou que uma mistura constituida por trés compostos liberados
por frutos de manga (Mangifera indica, variedade Amate), a saber: mirceno, a-pineno e trans-
[-ocimeno, na mesma proporcao liberada pelo fruto desencadeou atracdo em machos e fémeas
desta espécie. De maneira analoga, o extrato de caja, Spondias mombin e uma mistura de nove
ésteres presentes neste extrato eliciaram maior atracdo em machos e fémeas de A. obliqua que
o atraente alimentar (proteina hidrolisada) (CRUZ-LOPEZ et al 2006, TOLEDO et al 2009).
Aquino (2019) demonstrou que misturas distintas de compostos volateis liberados por frutos de
goiaba (Psidium guajava), carambola (Averhoa carambola) e manga (Mangifera indica,
variedade Tommy atkins), nas proporcdes liberadas pelos respectivos frutos, funcionam como
atraentes para fémeas desta espécie (AQUINO, 2019, BR 10 2018 071320 5); (BR 10 2019
004541 8) e (BR 10 2018 072563 7).

Estudos anteriores demonstraram a existéncia de similaridade entre as misturas de
volateis liberadas por machos de A. fraterculus, A. obliqua e C. capitata e seus frutos
hospedeiros (GONCALVES et al.,, 2001; AQUINO, 2019; TAVARES, 2020). Estudos
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conduzidos por Aquino (2020) mostraram que, formula¢fes contendo misturas de compostos
comuns ao feromoénio sexual e extratos dos frutos hospedeiros manga, goiaba e carambola
exerceram atratividade em fémeas de A. obliqua. Os resultados demonstraram que, todas as
formulacGes contendo compostos bioativos de extratos de goiaba e manga foram tdo atrativas
quanto os respectivos extratos. Duas misturas formuladas derivadas de carambola, M3FC e
MA4FC, provocaram tanta atratividade quanto o extrato de carambola. Por outro lado, as misturas
M1FC e M2FC desencadearam maior atratividade do que o extrato de carambola.
Considerando a importancia do feromonio sexual de A. obliqua na atragéo de fémeas e
machos coespecificos e a influéncia dos compostos organicos volateis oriundos de frutos
hospedeiros no comportamento reprodutivo (chamamento, cdpula e oviposi¢do) de moscas das
frutas, bem como a auséncia de dados sobre a influéncia dos volateis de hospedeiros no
comportamento reprodutivo de machos de A. obliqua, este estudo objetivou avaliar a
atratividade de machos virgens de A. obliqua para formulacdes constituidas por compostos
volateis comuns ao feromonio sexual e aos frutos de carambola, goiaba e manga, com o intuito
de desenvolver iscas atraentes que possam servir como ferramenta para o uso no controle deste

inseto-praga.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Demanda mundial de alimentos

As projecdes de crescimento populacional, do aumento do consumo per capita, da
expansdo das cidades e das restri¢cbes no uso das terras nas proximas décadas tem gerado muitos
debates acerca da impossibilidade de atender as necessidades humanas por alimento. Estas
projecdes indicam um crescimento populacional acelerado e continuo para as proximas
décadas, elevando a demanda por alimentos (SAATH & FACHINELLO, 2018). Estimativas da
ONU (2012) preveem que a populacdo mundial em 2024 sera superior a 8 bilhGes de pessoas

e, em 2050, superior a 9,5 bilhdes.

Pelo lado da oferta de alimentos, a expansdo da fronteira agricola tem sido bastante
restrita, pois a disponibilidade de areas agricolas esta concentrada em poucos paises,
principalmente na América Latina e Africa. Além disso, paises como China e EUA ndo
possuem mais areas novas disponiveis para a exploracdo agricola (FAO, 2013). Na América
Latina, o Brasil se apresenta como um dos principais produtores mundial de alimentos e com
grande potencial de expansdo da oferta. Entretanto, as mais recentes preocupacfes ambientais
e a preservacao das florestas nativas tém levado ao maior controle sobre essa expansédo. Diante
dessas restricfes sobre a expansdo do uso das terras para fins agropecuério, o aumento da
produtividade se apresenta como uma solucdo necessaria para a ampliacdo da oferta de
alimentos (SAATH & FACHINELLO, 2018).

2.2. Fruticultura brasileira

O Brasil é responsavel pela terceira maior producdo mundial de frutas, apresentando
valores menores apenas do que a China e a india, com 265 milhdes de toneladas e 93 milhdes
de toneladas, respectivamente (KIST et al., 2021). A fruticultura brasileira manteve a producéo
de frutas superior a 40 milhdes de toneladas em 2020, volume este que foi semelhante ao do
ano anterior. O setor fruticultor brasileiro tem grande importancia para a economia, pois é 0
que mais emprega dentro do agronegécio, gerando cerca de 5 milhdes de empregos,
correspondendo a 16% da méo de obra do setor (KIST et al., 2021).

No ano de 2020, o Brasil exportou um volume recorde de frutas frescas e derivados semi-

processados e processados. De acordo com a Associacdo Brasileira dos Produtores
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Exportadores de Frutas e Derivados (Abrafrutas), o embarque foi de 1,027 milhdo de toneladas,
com alta de 16% em relacdo ao ano anterior, sendo arrecadados US$ 875 milhGes, 3% a mais
que no ano de 2019 (KIST et al., 2021). Em 2021, o Brasil ultrapassou a marca de US$ 1 bilh&do
com as exportacdes de frutas, registrando uma alta de 20% em relagé@o ao ano anterior. A manga
foi o fruto que apresentou o maior volume exportado, superando os valores do ano anterior e

respondendo pelos maiores valores arrecadados (KIRST et al., 2022).

Em 2020, a regido Nordeste exportou o maior volume de frutas do Pais, respondendo
por 149,631 mil toneladas e US$ 113,630 milhdes, seguida pelas regifes Sudeste (US$ 40,678
milhdes) e Sul (US$ 33,371 milhdes). Devido a sua qualidade, as frutas produzidas no Brasil
s&0 muito apreciadas na Arabia Saudita, Bahrein, Emirados Arabes Unidos, China e Coreia do
Sul (KIST et al., 2021). Para obter varias certificacdes internacionais, incluindo boas préaticas
sustentaveis, o fruticultor passa por protocolos rigidos. Estes certificados sdo necessarios para
realizar o deslocamento de produtos que sdo potenciais veiculos de pragas quarentendrias
(PINHEIRO et al., 2009; KIST et al., 2021). As pragas quarentendrias estdo agrupadas nas
seguintes categorias: Al, que sdo as espécies exoticas sem registro da presenca no pais; e A2,
que sdo pragas de importancia econémica em potencial, ja presentes no pais, submetidas a
programas oficiais de controle (MAPA, 2017). Dentre as pragas quarentendrias do grupo A2,
as moscas das frutas da familia Tephritidae sdo as que mais se destacam, uma vez que, nas
ultimas décadas, vem causando perdas significativa na producdo de frutas. A falta de produtos
registrados que sejam eficientes para o controle destes insetos praga, tem dificultado a
ampliacdo das exportacbes do mercado brasileiro, evidenciando-se a necessidade de
investimentos em programas de monitoramento e controle de moscas das frutas (TREICHEL
etal., 2016).

2.3.  Distribuicao geogréfica das espécies de moscas das frutas no territério brasileiro

Os géneros de moscas das frutas com ampla distribuicdo mundial s&o: Anastrepha
(Schiner, 1868), Bactrocera (Newman, 1834), Ceratitis (Wiedemann, 1824), Dacus, Rhagoletis
e Toxotrypana (CUNHA et al., 1993; ZUCCHI, 2000). No Brasil, 0os géneros Bactrocera e
Ceratitis estdo representados por uma Unica espéecie cada, enquanto que os géneros Rhagoletis
e Anastrepha sdo representados por 4 e 94 espécies, respectivamente. Dentro do género
Anastrepha, as espécies A. grandis (Macquart), A. fraterculus (Wiedemann), A. obliqua

(Macquart), A. pseudoparallela (Loew), A. sororcula (Zucchi), A. striata (Schiner) e A.



18

zenildae (Zucchi) apresentam importancia do ponto de vista econdmico (ZUCCHI, 2000). A
distribuic@o geografica de uma espécie esta diretamente relacionada com a gama de hospedeiros
que ela é capaz de utilizar como alimento. Neste sentido, a diversidade de géneros presentes no
Brasil é resultado de uma série de fatores que contribuem para o seu desenvolvimento, tais
como: condi¢Bes ambientais favoraveis, adaptacoes, interagdes com o hospedeiro e competicdo
entre espécies (SELIVON, 2000). Além disso, a ampliacdo das areas cultivadas com frutas, em
diferentes regides do pais, contribuiram para a modificacgdo do quadro biogeografico das
moscas das frutas no Brasil (MALAVASI, 2009).

Registros apresentados pela Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz (EZALQ)
mostram que todas as regides brasileiras possuem espécies do género Anastrepha. Este género,
de maior ocorréncia no Brasil, é nativo das Américas, apresentando 212 espécies conhecidas,
dentre as quais 128 estdo presentes no territorio brasileiro (AGUIAR-MENEZES et al., 2004;
FERRARA et al., 2004; LEAL et al., 2009; ZUCCHI & MORAES, 2021). Dentre as espécies
do género Anastrepha, as mais polifagas sdo A. fraterculus, desenvolvendo-se em 159 espécies
de frutos hospedeiros, principalmente da familia Myrtaceae, e A. obliqua, desenvolvendo-se 70
espécies de hospedeiros (Tabela 1), com preferéncia por frutos da familia Anarcadiaceae, na
qual a manga (Mangifera indica L) é o fruto preferencial desta praga no Brasil (MALAVASI
et al., 2000; ZUCCHI, 2012; ZUCCHI & MORAES, 2021). A espécie A. obliqua esta presente
em quase todos os estados brasileiros, ndo havendo relatos da mesma apenas no Distrito Federal
(ZUCCHI & MORAES, 2021).

Tabela 1 - Familias de hospedeiros registrados para Anastrepha obliqua no Brasil

FAMILIAS N° DE ESPECIES
Anacardiaceae 14
Apocynaceae 02
Cactaceae 01
Celastraceae 01
Chrysobalanaceae 01
Combretaceae 01
Fabaceae 01
Hippocrateaceae 01

Malpighiaceae 05
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Muntingiaceae 01
Myrtaceae 28
Oxalidaceae 01
Passifloraceae 01
Rhamnaceae 01
Rosaceae 02
Rubiaceae 02
Rutaceae 04
Sapotaceae 03

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

2.4. Descrigéo do ciclo de vida do inseto

Para realizar a identificacdo taxondmica das espécies do género Anastrepha, sdo
utilizadas analises morfométricas da cabeca, do térax, do mesotérax, das asas e dos aculeos das
fémeas adultas (ZUCCHI, 2000). Nas espécies desse género, os adultos medem cerca de 15 mm
de comprimento, sdo amarelados com tonalidades em marrons, especialmente nas regifes do
abddmen, cabeca e pernas. A face dorsal do torax apresenta-se na cor castanho amarelado com
trés faixas longitudinais na cor amarelo claro (ZUCCHI, 2000; WEENS et al., 2001). Os
machos apresentam o abdémen arredondado com seis segmentos, e nas fémeas apresentam sete
segmentos, sendo que o Ultimo segmento abdominal é modificado em um apéndice tubular,
formando a bainha do ovipositor, que serve para diferencia-la do macho (Figura la e 1b)
(ALUJA, 1994; ZUCCHI; 2000a; HERNANDEZ-ORTIZ et al.; 2004, 2012). Na espécie A.
obliqua, a face dorsal do torax é castanho amarelada e apresenta trés faixas longitudinais
amarelo claras, sendo que no ultimo segmento toréacico existem duas faixas negras estreitas
atras do ponto de insercdo das asas (Figura 1c) (ZUCCHI, 2000a). As asas apresentam trés
faixas distintas: a faixa “C” (costal), a faixa “S” e a faixa “V” invertido (Figura 1d) sendo as

mesmas sombreadas de amarelo e marrom escuro (FILHO et al., 2004).
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Figura 1 - Morfologia do inseto.

P Faixa "V

Nota: A: macho e fémea; B: aclleo; C: mediotergito; D: asa.

Fonte: Adaptado de FARIA et al., 2012; RORIZ et al., 2015; TAVARES, 2016

Quanto ao ciclo de vida, as moscas das frutas apresentam metamorfose completa,
passando pelos estdgios de ovo, larva, pupa e adultos (Figura 2), se completando em
aproximadamente 30 dias (FILHO et al., 2004). As fémeas utilizam frutos no estagio verde ou
proximo da maturacdo para realizarem as puncturas. A insercdo do aculeo na casca do fruto
para fazer a oviposicdo causa danos irreversiveis nos frutos (MALAVASI, 2009). Apés a
oviposicéo, ocorre a fase de ovo que dura de 1 a 2 dias. Ao eclodirem, as larvas de coloragéo
branca a branca-amarelada e corpo liso passam por trés instares dentro do fruto, com duracéo
de 6-9 dias. Neste periodo, as larvas se alimentam da polpa do fruto, produzindo galerias no
seu interior (MALAVASI, 2009). Ao atingir a Gltima fase larval, as mesmas saem dos frutos e
empupam no solo a uma profundidade que varia de 2-6 cm (CARVAHO, 2000). O tempo de
empupacéo varia de 10-15 dias e depende das condigdes do ambiente, tais como: temperatura
e umidade do solo (MALAVASI, 2009).
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Figura 2 - Ciclo de vida das moscas das frutas

Adulto ’ | Oviposigao

10-15 dias

1-2 dias 1

6-9 dias

Larvas no fruto

Fonte: Adaptado de AQUINO, 2019

2.5.  Danos provocados pelas moscas das frutas

Os danos decorrentes do ataque das moscas-das-frutas (Figura 3) sdo causados
diretamente nos frutos pela fémea adulta através da perfuracdo do fruto por ocasido da
oviposicdo onde as larvas consomem a polpa do fruto provocando o apodrecimento interno,
inviabilizando-os para a comercializacdo (FLETCHER, 1989; FILHO et al., 2004). O
apodrecimento dos frutos em decorréncia da atividade enzimatica da flora bacteriana especifica
do inseto causa a queda precoce do fruto constituindo assim no dano direto (NONDILLO et al.,
2007). Ja os danos indiretos sdo causados por infec¢fes secundarias provocadas por fungos e
bactérias que se alojam no interior dos frutos devido as aberturas geradas em decorréncia da
oviposicdo da fémea (CARVALHO, 2005).
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Figura 3 - Danos provocados por moscas das frutas em frutos de (a) carambola e (b) goiaba

Fonte: Adaptado de AQUINO, 2019

2.6.  Medidas de monitoramento e controle empregadas para tefritideos

O monitoramento das moscas das frutas se faz necessario para constatar a sua
abundéancia e flutuacdo populacional, possibilitando as a¢fes de controle atraves da integracao
de varios métodos, uma vez que, esse conhecimento viabilizara o planejamento de estratégias
de manejo mais eficazes (RONCHI-TELES, 2000; SOUZA-FILHO, 2002; CARVALHO,
2005). O aumento do consumo de frutos in natura exige alimentos com baixos niveis de
agrotoxicos ou isentos dos mesmos, por isso, 0s programas de manejo integrado de pragas tém
incentivado o uso de varios métodos e taticas alternativas para o controle de insetos praga
(CARVALHO et al., 2000). Este método é selecionado com base em pardmetros técnicos
(eficécia), econdmicos (maior lucro), ecotoxicoldgicos (preservacdo do meio ambiente e da

salde humana) e sociologicos (adaptaveis ao usuario) (PICANCO, 2008).

Atualmente, o controle quimico é a forma de monitoramento mais utilizada no Brasil.
Tal técnica baseia-se no uso de iscas toxicas e/ou pulverizagdes em cobertura total da area
plantada, a partir do emprego de inseticidas organofosforados (diazinon®, dimetoato®, etion®,
fenitrotion®, malation®, mevinfos®, fention® e thriclorfon®), os quais possuem elevada
toxicidade, além de ndo serem seletivos aos inimigos naturais (KOVALESKI, 2003; SCOZ,
2004). Outros métodos alternativos empregados no controle de moscas-das-frutas sdo: o
controle cultural, através do ensacamento dos frutos sadios e coleta dos frutos caidos, o controle
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bioldgico, utilizando insetos e microrganismos benéficos e o controle genético, através da
técnica do inseto estéril (TIE) (BRAGA-SOBRINHO et al., 2001).

Novas estratégias de controle baseadas na utilizacdo de substancias volateis presentes
nos frutos hospedeiros e no feromonio sexual tem se mostrado bastante promissora no controle
de tefritideos, principalmente, por apresentar caracteristicas distintas das outras formas de
controle, tais como: especificidade, auséncia de residuos no ambiente, além de atuarem
naturalmente no comportamento dos insetos (LANDOLT et al., 1992; 1997). Este conjunto de
caracteristicas obedecem aos critérios da ferramenta conhecida como Manejo Integrado de
Pragas (MIP), podendo ser empregada tanto no monitoramento como no controle de moscas
das frutas (LANDOLT et al., 1992; 1997; NARANJO et al., 2015).

2.7. Sinais quimicos envolvidos na comunicacao de insetos

Embora os insetos normalmente utilizem sinais acusticos, visuais e tacteis no processo
de comunicacdo com outros individuos ou com o ambiente a sua volta, 0s sinais quimicos sao
tidos como os mais importantes mecanismos de comunicacdo na maioria das espécies
(CORREA & SANT’ANA, 2001). O reconhecimento das substancias quimicas pelos insetos
permite que 0S mesmos encontrem parceiros para o acasalamento, alimento ou presa, escolham
locais para oviposicdo, se defendam dos predadores e organizem suas comunidades (no caso
dos insetos sociais) (ZARBIN et al., 2009).

Os insetos, em sua maioria, utilizam as antenas para a captacdo e transmissdo de
estimulos olfativos e mecénicos, podendo discriminar mudangas na concentracdo, na
composicdo e na isomeria dos compostos envolvidos na comunicagdo quimica, conferindo a
antena uma excelente especificidade e sensibilidade (MORAES, 2008).

Os compostos responsaveis pelas informag¢fes numa interacéo entre dois individuos e
gue provocam no receptor um comportamento ou resposta fisiolégica sdo denominados
semioquimicos (DICKE & SABELIS, 1988; VILELA & DELLA LUCIA, 2001), podendo ser
classificados como aleloquimicos, se a interacdo for interespecifica, e feromodnio quando a
interacdo mediada é intraespecifica (WILSON & BOSSERT, 1963; NORDLUND & LEWIS,
1976) (Figura 4). Os ferom6nios sdo compostos produzidos e liberados pelos insetos que

podem ser classificados de acordo com seu modo de acéo, podendo ser preparador (quando o
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efeito é lento e prolongado) ou desencadeador (quando a mudanca de comportamento do
receptor é instantanea) (VILELLA & DELLA LUCIA, 2001).

Figura 4 - Classificagdo dos semioquimicos

[ Semioguimicos }

Feromonios Aleloguimicos

Acdo infraespecifica Acdo interespecifica
Sexual
Alarme .. ) )
Agregacio Alomdnios Cairoménios Sinomonios
Trilha Beneficia o Beneficia o Beneficia o emissor e
Oviposicio EMizs0r receptor receptar
Territorial

Fonte: Adaptado de HOWSE et al., (1998)

Os feromonios desencadeadores sdo classificados de acordo com o tipo de
comportamento que provocam, podendo agir como atraentes sexuais, marcadores de trilhas,
propiciar comportamentos de agregacdo, alarme, dispersdo, entre outros (CORREA &
SANT’ANA, 2001). Os aleloquimicos diferenciam-se de acordo com o tipo de organismo
beneficiado durante o processo de comunicacdo, e sdo divididos nas seguintes classes:
cairomonios, beneficia apenas o receptor do sinal quimico; aloménios, favorecem apenas o
emissor do sinal quimico; e sinoménios, favorecem tanto o agente emissor quanto o receptor
do sinal quimico (NORDLUND & LEWIS, 1976; DICKE & SABELIS, 1988).
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2.8. Feromonios

A mensagem transmitida por um feromonio tem papel importante como mediador de
comunicacdo, apresentando, em sua maioria, uma combinacdo de moléculas pertencentes a
grupos distintos que causam reacGes comportamentais ou fisioldgicas especificas dependendo
do contexto e do receptor (COSTA, 2016; TILLMAN et al., 1999; WYATT, 2014).

Alguns componentes do feromonio sexual ja foram identificados para algumas espécies
do género Anastrepha, e 0 uso destes compostos como atraentes ja foi reportado para as
seguintes espécies: A. suspensa, A. ludens, A. obliqua e A. fraterculus (NATION, 1983, 1990;
BATTISTE etal., 1983; ROCCA et al., 1992; HEATH et al., 2000; LIMA et al., 2001; LOPEZ-
GUILLEN et al., 2011). Estudos conduzidos com machos de A. obliqua demonstraram que,
durante a liberacdo do feroménio, sdo liberados componentes volateis que atraem fémeas e
machos coespecificos (LOPEZ-GUILLEN et al., 2011).

Nas espécies do género Anastrepha, um macho pioneiro escolhe um determinado sitio
e inicia o comportamento de chamamento e cOrte, emitindo sinais quimicos que atraem outros
machos para 0 mesmo local, os quais também passam a exibir um comportamento coletivo que
envolve movimentos estereotipados (Figura 5) e a liberacdo simultanea de sinais quimicos,
acusticos e visuais, para atrair fémeas sexualmente receptivas, as quais, apos interagirem com
alguns machos do grupo, escolnem um deles para copular (SIVINSKI; BURK, 1989;
SUGAYAMA; MALAVASI, 2000).

Nas espécies deste género, a liberacdo dos atraentes sexuais é feita pelos machos atraves
da distensdo lateral da cuticula abdominal na altura do terceiro ao quinto segmentos, formando
bolsas que estdo associadas as glandulas exdcrinas pleurais. Além dessa via, as substancias
atraentes sdo também oriundas de secre¢des intestinais, as quais sdo liberadas no momento em
que o tecido anal é evertido, apresentando uma goticula de secrecdo na extremidade do
abddémen e pela extensdo e retracdo das partes bucais, que estdo associadas as glandulas
salivares (LANDOLT; AVERILL, 1999; NATION, 1989).

O conhecimento acerca da identidade dos feromdnios é de fundamental importancia
para 0 emprego no Manejo Integrado de Pragas, uma vez que 0S mesmos poderdo ser
empregados em diferentes estratégias controle, tais como: coleta massal, confusdo sexual e em
armadilhas atrai-e-mata, com o objetivo de manter os niveis populacionais abaixo do nivel de
danos econémicos (ARIOLI et al., 2013; JONES, 2014).
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Figura 5 - Comportamento de corte de moscas das frutas

Nota: A — Vibracdo das asas e eversdo da por¢éo lateral do abdémen; B — Movimento alternado das
asas; C — Posicédo de defesa frente a outro macho; D — Aproximacao receptiva da fémea; E — Cdpula.

Fonte: Adaptado de HOWSE, JONES E STEVENS (1998)
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2.9. Cairomonios

As plantas hospedeiras tém papel importante no comportamento reprodutivo das moscas
das frutas, visto que os volateis produzidos por elas podem atuar como percussores do
feromonio sexual de machos, mediante o consumo, absor¢do ou inalacdo, podendo ainda atuar
no aumento da eficacia da atracdo do feroménio sexual, causando um efeito sinérgico
(LANDOLT, 1997). A especificidade dos cairoménios vem despertando o interesse de
pesquisadores de varias partes do mundo, visando a identificagdo para 0 uso no controle destes
insetos, seja sob a forma de atraentes para captura de insetos adultos (MALO et al., 2012;
SILVA, 2017) ou para aumentar a competitividade e sucesso no acasalamento de machos
estéreis com fémeas selvagens pelo uso da Técnica do Inseto Estéril [TIE] (VERA et al. 2013,
BACHMANN et al., 2015, TAVARES, 2020).

Estudos conduzidos com A. obliqgua demonstraram que seus comportamentos sexuais
foram influenciados pelos volateis liberados por diferentes frutos hospedeiros, entre eles o caja
e a manga (CRUZ-LOPEZ et al., 2006; LOPEZ-GUILLEN et al., 2011; MALO et al., 2012;
REYES et al., 2017). Além disso, ensaios comportamentais realizados com os volateis destes
frutos demonstraram a acao destes compostos na atratividade de machos e fémeas desta espécie
(ORTEGA-ZALETA & CABRERA-MIRELES, 1996; CRUZ-LOPEZ, et al., 2006; TOLEDO
et al., 2009; MALO et al., 2012; LOPEZ-LEY et al., 2015). Alguns autores relataram a
existéncia de similaridades entre a mistura feromonal liberada por machos de algumas espécies
de moscas das frutas e as misturas de volateis emanadas de seus hospedeiros (GONCALVES
et al.,, 2001; AQUINO, 2019; TAVARES, 2020). Essa semelhan¢a pode ser resultado do
sequestro e armazenamento de compostos do fruto hospedeiro, adquiridos durante a
alimentac&o na fase larval e na fase adulta destes insetos (ETGES et al., 2006; VANICKOVA,
2012a; VANICKOVA et al., 2012b).

Aquino (2020) avaliou, por meio de bioensaios comportamentais em condigdes de
laboratdrio, a atracdo de fémeas de A. obliqua para formulagdes de misturas de compostos
comuns ao feroménio sexual de machos coespecificos e os frutos hospedeiros goiaba, manga e
carambola. Os resultados monstraram que todas as formulagdes testadas apresentaram
atratividade semelhante ou maior do que o extrato do fruto, evidenciando o potencial destas

formulagGes para emprego em técnicas de manejo integrado deste inseto-praga.
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2.10. Técnicas empregadas na extracao de semioquimicos

Os métodos de extracdo e identificacdo de substancias volateis liberadas por insetos e
plantas ou frutos hospedeiros foram relatadas por Zarbin (2009). Segundo 0 mesmo, a maior
dificuldade encontrada para a realizacdo desse processo esta relacionada a producdo dessas
substancias em baixa quantidade, além da presenca de varios outros compostos inativos

juntamente com 0s compostos ativos.

Para realizar a identificacio dos semioquimicos, inicialmente estuda-se o
comportamento do inseto para definir o sexo responsavel pela liberacdo do feromonio, o horario
de chamamento, o comportamento reprodutivo e os seus frutos hospedeiros preferenciais. Apos
a coleta destas informacdes, procede-se com a coleta ou extracdo dos volateis liberados ou
produzidos pelo emissor da mensagem quimica através do uso da técnica de headspace
dindmico (aeracdo). Em seguida, os compostos extraidos sdo detectados pela técnica de
Cromatografia Gasosa acoplada a Eletroantenografia (CG-EAG) e identificados pela técnica de
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM). A etapa seguinte
consiste na sintese ou aquisicdo comercial dos compostos identificados seguida dos testes
comportamentais em condicdes de laboratério, semicampo e campo (Figura 6) (ZARBIN et
al., 1999; HOWSE et al., 2013; CORREA & SANT’ANA, 2001).
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Figura 6 - Etapas de identificacdo de semioquimicos

TECNICAS
EMPREGADAS
Aeracio Coleta de volateis
CG-EAD Identiﬁcat;aq de
compostos ativos
CG-EM Identificaciio quimica
Sintese Produgio dos compostos
Bioensaios Avaliacio da resposta
comportamental
Fonte: Adaptado de AQUINO, 2019
2.10.1. Técnica de aeragdo

A técnica amplamente empregada na extracdo de substancias volateis oriundas de

amostras complexas é conhecida como aera¢do ou headspace dindmico e tem como principios

basicos a utilizacdo de uma camara de aeracdo, um fluxo continuo de ar e de um material

adsorvente responsavel pela adsorcdo dos volateis liberados pelo material bioldgico (Figura 7)
(FERREIRA & CORREIA, 2001). Os adsorventes mais comumente utilizados na coleta de

volateis sdo o carvao ativo, polimeros porosos Porapak® (co-polimero de etilvinilbenzeno-

divinilbenzeno) e Tenax® (polimero poroso de ¢xido de 2,6-difenil-p-fenileno). Estes

adsorventes sdo mais utilizados porque adsorvem 0s compostos volateis presentes em uma

mistura, porém n&o adsorvem 0s gases oxigénio, nitrogénio e nem o vapor de agua, 0s quais
podem interferir nas analises posteriores (COLE, 1980; NOGUEIRA, 2002).
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Figura 7 - Sistema de aeracao

-

: -
Filtrode ™<>. m < Tubo coletor de volateis
carvao \

Bomba de ar

r

Camara de aeragao

Fonte: Adaptado de SANTOS, 2003.

A adsorcéo é um processo fisico que tem como base interacdes eletrostaticas entre
grupos funcionais presentes na superficie do material adsorvente e os das moléculas dos
constituintes adsorvidos (HOWSE et al., 2013). Ja o processo de dessorcao das substancias
coletadas é realizado, na maioria das aplicacBes, por meio da extracdo com solvente
(FERREIRA & CORREIA, 2001). Os solventes mais utilizados sé&o hexano, diclorometano e
éter com alto grau de pureza, pois, desta forma, aumenta o rendimento da extracdo e diminui 0

grau de impurezas no extrato (ZARBIN, 2001).

2.11. Bioensaios comportamentais

Geralmente, a atividade bioldgica ndo é comprovada através de métodos quimicos. Os
experimentos que investigam o papel destas substancias em um contexto biolégico, ecoldgico
e/ou evolutivo sdo chamados de bioensaios. Testes demonstrando a atividade comportamental
dos componentes quimicos sdo essenciais para a compreensao de sua funcdo e dos mecanismos
comportamentais do inseto diante do estimulo quimico (LAUMAN et al., 2005). Os bioensaios
comportamentais medem a resposta motora do inseto tanto do ponto de vista qualitativo quanto
guantitativo. A resposta é quantificada pelo nimero de insetos que respondem a determinado
estimulo e qualificada a partir das atividades comportamentais relacionadas a essa percepcao
(SANT’ANA; STEIN, 2001).

Ao analisar a resposta exibida por determinado inseto, observa-se normalmente o
movimento de antenas eretas em forma de “V”’ (antenagdo), a elevagdo do pronoto (parte dorsal

do primeiro segmento do térax), a vibracdo das asas, o comportamento de busca, que &
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observado através do voo, ou caminhada do inseto em dire¢do a fonte (SANT’ANA; STEIN,

2001).

Os testes comportamentais podem ser realizados em laboratorio, em condi¢bes
seminaturais ou no campo. Em laboratdrio, os testes comportamentais sdo conduzidos com
maior frequéncia em arenas, olfatbmetros e tlneis de vento, entretanto pode haver adaptacdes
circunstanciais para determinados insetos, ou se necessario, desenvolver novos aparatos para
analise dos comportamentos. A escolha mais adequada depende da biologia e do
comportamento do inseto em estudo, bem como das caracteristicas da amostra a ser testada
(EIRAS et al., 2001; GONCALVES, 2001, PEREIRA, 2013). As arenas de vidro tém sido
utilizadas em testes comportamentais com algumas espécies de moscas das frutas (MILET-
PINHEIRO et al., 2015). Este tipo de olfatbmetro pode apresentar diferentes dimensdes,
permitindo o uso de mais de um inseto por repeticdo (Figura 8). O mecanismo de
funcionamento dos equipamentos para bioensaios € semelhante, consistindo em um organismo
teste, uma fonte de estimulo, uma arena para liberacao do organismo a ser testado (desenvolvida
de acordo com a espécie a ser testada) e um fluxo de ar com velocidade controlada (AQUINO,
2019).

Figura 8 - Arena empregada em testes comportamentais

Fonte: Adaptado de AQUINO, 2019

A arena de vidro € o aparato utilizado na conducédo de todos os experimentos propostos
neste trabalho, pois permite que os insetos testados realizem seus comportamentos com maior
liberdade, além de facilitar a visualizacdo dos mesmos. Os resultados obtidos poderdo contribuir
para o desenvolvimento de novas ferramentas para aplicacdo no controle e monitoramento de

insetos praga.
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2.12. Prospeccéo tecnoldgica

A maioria dos compostos que participam da comunicacdo quimica sdo classificados
como componentes que apresentam elevado grau de volatilidade. Este fenbmeno deve-se,
principalmente, a sua alta pressao de vapor, a qual esta intimamente relacionada com a natureza
quimica das substancias e as forcas intermoleculares existentes (ATKINS; LORETTA,;
LAVERMAN, 2012). A metodologia amplamente empregada para a liberacdo de compostos
volateis, durante os testes comportamentais convencionais, trata-se da impregnacdo de
materiais poliméricos (papel de filtro, septos de borracha, bastdes ou bolas de algoddo) com as
substancias a serem avaliadas. Diversos artigos, de maneira geral, descrevem a utilizacdo de
materiais que comprovadamente servem como liberadores de substancias volateis das mais
diversas fontes de odores (ROBACKER; WARFIELD; ALBACH, 1993; ROBACKER;
GARCIA; BARTELT, 2000; MALO et al., 2005; CRUZ-LOPEZ et al., 2006; LOPEZ-
GUILLEN et al., 2011; GONCALVES et al., 2006; JANG; RAW; CARVALHO, 2001;
BACHMANN et al., 2015).

O aperfeicoamento desta técnica tem sido executado através do processo de
microencapsulacdo em biopolimero, com a finalidade de desenvolver novos materiais que, de
forma mais precisa, contribua para tornar os resultados dos bioensaios mais confiaveis, no que
se refere a taxa de liberagcdo de componentes volateis (ZUIDAM; HEINRICH, 2010; FANG;
BHANDARI, 2010; DA SILVA; BARREIRA; OLIVEIRA, 2016; SANCHEZ-REINOSO;
OSORIO; HERRERA, 2017; TAVARES, 2020). A utilizacdo da técnica de microencapsulacao
para a liberacdo de compostos volateis atrativos para as moscas das frutas das espécies A.
fraterculus, A. obliqua e C. capitata tem se mostrado eficiente em testes de laboratério
(NASCIMENTO et al., 2015; 2016; 2018a; 2018b; MILET-PINHEIRO et al., 2015;
TAVARES, 2020; AQUINO, 2020).

As formulagdes derivadas deste trabalho de tese, com atividade para machos de A.
obliqua, apresentam grande potencial para emprego em diferentes estratégias de controle e
monitoramento, dentre elas, a captura massal e a Técnica do Inseto Estéril. O uso das
formulacdes para o monitoramento da densidade populacional da praga no campo permitira
identificar o0 momento exato de aplicar o inseticida, reduzindo a quantidade utilizada. Além
disso, estas formulacdes ainda podem atuar junto com outras substancias, tais como inseticidas
guimicos e inseticidas bioldgicos, através do método de controle “atrai e mata”, ampliando,

assim, o seu poder de agéo.
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3. OBJETIVOS

- Objetivo Geral

Verificar o efeito dos compostos volateis comuns ao feromdnio sexual e aos frutos hospedeiros

de A. obliqua na atracdo e no desempenho sexual de machos virgens.

- Objetivos Especificos

. Avaliar, por meio de bioensaios comportamentais, a atratividade de machos virgens para
formulacBes de misturas dos compostos comuns a mistura feromonal liberada por machos

virgens de A. obliqua e pelos frutos hospedeiros goiaba, carambola e manga;

. Verificar, por meio de bioensaios de laboratdrio, a influéncia da exposicdo de machos
virgens de A. obliqua a formula¢6es dos compostos volateis comuns ao feromonio sexual e aos

frutos hospedeiros goiaba, carambola e manga na performance sexual.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Coleta e manutencao dos insetos

As coletas dos frutos hospedeiros infestados com larvas de A. obliqua foram realizadas
em pomares domésticos localizados nos municipios de Maceid, Branquinha e Murici, no estado
de Alagoas. No laboratério de Ecologia Quimica, da Universidade Federal de Alagoas, os frutos
infestados foram armazenados em gaiolas de isopor (44 x 35 x 25 cm) (Figura 9) a espera do
periodo de emergéncia de machos e fémeas. Posteriormente, os insetos adultos foram mantidos
em gaiolas de vidro (30cm x 20,5cm x 16¢cm) e alimentados com dieta artificial rica em proteina
e carboidratos (extrato de soja, acUcar, levedo de cerveja e gérmen de trigo na propor¢ado
3:3:1:1). Foram fornecidos, ainda, 4gua e frutos de goiaba para oviposi¢do (Figura 10). Duas
vezes por semana, efetuou-se a limpeza destas gaiolas e a substituicdo dos recipientes contendo
a dieta artificial, 4gua, e os frutos, além da coleta das moscas que emergiram dos frutos
infestados no campo e dos frutos retirados das gaiolas mantidas em laboratorio. A temperatura
da sala de criacdo foi mantida em 25°C, umidade relativa de 60% e fotoperiodo de 14 horas
(14h luz/10h escuro).

Figura 9 - Armazenamento dos frutos infestados

Fonte: AUTORA, 2022
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Figura 10 - Manutencao dos insetos em laboratorio

. SRR

Fonte: AUTORA, 2021

4.2.  Obtencao de extratos de frutos hospedeiros e de machos virgens de A. obliqua

4.2.1. Aeracdo de frutos hospedeiros

Os frutos sadios de goiaba, carambola e manga foram coletados em pomares domésticos no
Estado de Alagoas. A obtencdo dos extratos com os compostos volateis liberados pelos frutos
de goiaba, carambola e manga foi realizada através do emprego da técnica de aeragdo. Para
tanto, 250 gramas de frutos sadios de cada hospedeiro, no estagio verde, foram separadamente
depositados em um dessecador de vidro (20 cm x 18 cm de altura) acoplado a um fluxo de ar
continuo que purgava as substancias volateis, liberadas por goiaba, carambola e manga para o
polimero adsorvente Tenax® (150,0 mg de diametro de 60-80 mesh) (Figura 11). A bomba de
ar (Resun® AC 2600), interligada a um fluxdmetro (Supelco® 0,5 L/min), controlava a saida de
ar para o dessecador. Antes de fluir através do dessecador contendo os frutos, o ar de purga foi
purificado, mediante a passagem em um filtro de carvédo ativo (100 mg) para remocao das
impurezas. A cada periodo de 24 h, o tubo de vidro contendo o adsorvente foi substituido por

um novo tubo e os compostos volateis aprisionados no adsorvente foram dessorvidos com
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hexano bidestilado grau HPLC (2,0 mL), sendo este volume, transferido para ampolas de vidro,
as quais foram seladas e acondicionadas em freezer para posterior utilizagdo nos ensaios de

laboratorio.

Figura 11 - Sistema de aeracao utilizado para a coleta de volateis dos frutos hospedeiros

c.'
' Filtro de carvao
c- . td \ (d) ativado
| ¢ -
!

(e)
Fluxdmetro . Trap com o

(b) material

adsorvente

Camara de
aeragao

Fonte: Adaptado de TAVARES, 2020

4.2.2. Aeragédo de machos virgens de A. obliqua

Para a obtencdo dos extratos de machos virgens, em chamamento, de A. obliqua foi
utilizado o procedimento de aeracdo descrito no item 4.2.1. Para tanto, 50 machos, com idade
variando entre 10-20 dias foram colocados em um dessecador de vidro (20 cm x 18 cm de
altura) e os compostos volateis liberados pelos machos foram adsorvidos em um tubo contendo
Tenax® (150 mg, com diametro de 60-80 mesh), o qual foi substituido a cada periodo de 24 h.
Os compostos volateis adsorvidos em Tenax® foram extraidos pela passagem de hexano
bidestilado (2,0 mL) e os extratos obtidos foram transferidos para ampolas de vidro, que foram

seladas e armazenados em freezer para uso posterior em bioensaios comportamentais.
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4.3.  Anédlise comparativa da composi¢do quimica dos extratos de frutos hospedeiros e
de machos virgens de A. obliqua.

A identificacdo quimica dos compostos liberados por machos virgens, em chamamento,
de A. obliqua foi reportada por Silva (2017), e os compostos liberados por frutos de goiaba,
carambola e manga também ja foram descritos (Gongalves, 2001; Santos, 2003; Aquino, 2019).
As andlises comparativas dos constituintes quimicos do feroménio, goiaba, carambola e manga
revelaram a presenca de compostos comuns entre estes extratos. Quatro compostos (limoneno,
a-copaeno, octanoato de etila e B-cariofileno) sdéo comuns ao feromonio e ao extrato de goiaba.
Trés compostos (ocimeno, 2-hexanona e linalol) sdo comuns ao feromdnio sexual e ao extrato
de carambola. E quatro compostos (o-pineno, canfeno, sabineno e mirceno) sdo comuns ao

feromonio sexual de machos e ao extrato de manga.

4.4.  Preparo das solucdes dos componentes individuais e das misturas dos compostos

comuns aos frutos hospedeiros e a mistura feromonal de machos de A. obliqua

As solucdes dos compostos sintéticos individuais a-pineno, canfeno, sabineno, mirceno,
limoneno, ocimeno, linalol, a-copaeno, B-cariofileno, 2-hexanona e octanoato de etila foram
obtidas a partir do procedimento descrito a seguir. Com exce¢do do a-copaeno (Cedido pelo
Prof. Dr. Antonio Euzébio G. Santana), os compostos utilizados no preparo das solucées, foram
adquiridos comercialmente (Sigma-Aldrich, Brasil), com grau de pureza maior ou igual a
98,5%. Para a obtengdo das solugdes, 10 pL dos compostos sintéticos foram transferidos para
um baldo volumétrico de 10 mL, completando-se o volume com hexano bidestilado (Sigma-
Aldrich, grau HPLC) para a obtencdo de solugfes na concentragdo de 1,0 uL/mL, conforme
metodologia descrita em Tavares (2014, 2016). As solucbes foram mantidas em freezer para,
posteriormente, serem utilizadas no preparo das misturas testadas em bioensaios
comportamentais.

As misturas foram preparadas, no minimo, 24 horas antes do processo de formulagdo. As
proporcdes entre os compostos de cada mistura foram as mesmas encontradas nos seus
respectivos extratos de frutos hospedeiros. Nas formulacGes das misturas contendo 0s
compostos do fruto de goiaba, foram utilizados os seguintes compostos: limoneno, a-Copaeno,
octanoato de etila e B-cariofileno na proporcéo de 32,3:30,8:7,7:29,2, respectivamente; para as

misturas do fruto de carambola, os compostos ocimeno (mistura de isdmeros), 2-hexanona e
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linalol na proporgao 3,6:5,4:91, respectivamente; e para o fruto de manga os compostos a-
pineno, canfeno, sabineno e mirceno na proporcao de 14,4:1,2:1,2:83,2, respectivamente. A
unidade de volume utilizada foi microlitro (puL). O volume de cada componente da mistura teve
como base sua proporc¢do. Estas propor¢des foram, entdo, multiplicadas por 10, e o valores
encontrados convertidos em volume (uL). De acordo com a composi¢do de cada mistura,
utilizou-se o volume correspondente a cada composto. Estas misturas foram colocadas em
vidros de 1,5 mL, tampados e lacrados com parafilme, e mantidas em freezer até utilizacdo nos

bioensaios.

4.5, Preparo das formulagdes das misturas de compostos comuns aos frutos

hospedeiros e a mistura feromonal de machos de A. obliqua

As formulagdes das misturas dos compostos comuns aos frutos hospedeiros e ao feroménio
sexual de machos de A. obliqua foram preparadas da seguinte maneira: 10uL da mistura foram
adsorvidos em 0,01 g do substrato biopolimérico quitosana (Figura 12), resultando em
formulacGes na dose de 10 ng, a qual foi escolhida conforme resultados obtidos em ensaios
comportamentais preliminares. As formulagdes foram mantidas em sala com temperatura
controlada (25°C), por um periodo de 24 h, para garantir a evaporacgao do solvente utilizado no

preparo das solugdes, e posteriormente utilizadas nos bioensaios comportamentais.

Figura 12 - Preparo das formulagGes.
-

Nota: (A) misturas, (B) adsor¢do das misturas, (C) formulacGes.
Fonte: AUTORA, 2021
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4.6.  Bioensaios comportamentais

4.6.1. Atratividade de machos virgens de A. obliqua para misturas de compostos comuns a

mistura feromonal e os frutos hospedeiros

Os testes de dupla escolha foram conduzidos em arena de vidro (45 cm x 30 cm x 30
cm) coberta com tecido voil (Figura 13), no horéario entre as 14:00-17:00 h (horario de maior
atividade dos insetos), onde dois tubos tipo eppendorf contendo uma das formulacdes das
misturas descritas na tabela 2 e o tratamento controle foram pendurados equidistantemente em
extremidades opostas da arena. Nestes ensaios foram utilizados grupos de seis machos virgens,
marcados com tinta atoxica de cores diferentes, com idade variando entre 9-15 dias. Para cada
fruto hospedeiro (goiaba, carambola e manga) foram testados, ainda, dois tratamentos-controle:
uma formulacdo constituida pela mistura do extrato do fruto com o extrato do feroménio de
machos de A. obliqua (tratamento-controle) e o eppendorf contendo apenas o polimero
adsorvente empregado no preparo das formulacdes (controle negativo) para avaliar se havia

alguma interferéncia.

Figura 13 - llustracéo da arena de dupla escolha utilizada nos bioensaios comportamentais

Fonte: Laboratdrio de Ecologia Quimica-LEQ, 2018
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Tabela 2: Composicéo das diferentes misturas testadas

Frutos Hospedeiros Misturas Testadas (dose de 10 ng)

M1FM: a-pineno, canfeno, sabineno,

mirceno

M2FM: pineno, canfeno, sabineno

Manga M3FM: o—pineno, sabineno, mirceno

MA4FM: canfeno, sabineno, mirceno

M5FM: a—pineno, canfeno, mirceno

M1FG: limoneno*, octanoato de etila,

B-cariofileno e a-copaeno

M2FG: limoneno*, octanoato de etila,

B-cariofileno

Goiaba M3FG: limoneno*, octanoato de etila e a-

copaeno

M4FG: limoneno*, B-cariofileno e a-copaeno

M5FG: octanoato de etila, B-cariofileno e

o-Copaeno;

M1FC: ocimeno*, 2- hexanona, linalol

M2FC: ocimeno* e 2- hexanona

Carambola M3FC: 2- hexanona, linalol

MAFC: ocimeno* e linalol

Nota: * - mistura de isbmeros.
Fonte: AUTORA, 2021

O tempo de duracéo de cada repeticdo do bioensaio foi de 20 minutos, sendo realizadas
6 repeticdes para cada tratamento. Em cada repeticao, o grupo contendo 6 machos virgens foi
substituido por um novo grupo com o mesmo numero de machos. Nestes ensaios foram
observadas as respostas de machos virgens para os tratamentos testados, registrando-se 0s
seguintes comportamentos: voo orientado, pouso e permanéncia na fonte de odor, 0s quais
foram previamente caracterizados como comportamentos de atracdo (AQUINO, 2019). Foi
contabilizado o numero de vezes que o inseto exibiu cada um dos comportamentos. Os

resultados obtidos foram submetidos a anélise estatistica.
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4.6.2. Avaliagdo do efeito de formulagOes de misturas de compostos comuns aos frutos
hospedeiros e ao feromonio sexual no desempenho sexual de machos coespecificos

Os testes para verificar a influéncia das formulagdes contendo componentes previamente
identificados nos extratos dos frutos hospedeiros (manga, carambola e goiaba) e no feromonio
sexual de machos de A. obliqgua em machos virgens foram delineados seguindo a metodologia
geral do trabalho de Shelly (2001), com modificacdes. As modificacdes estdo relacionadas,
principalmente, ao substrato de liberacéo utilizado, ao aparato para realizacdo dos ensaios e ao
periodo entre a exposicdo e a condugdo dos bioensaios. Antes da realizacdo dos testes, 0s
machos foram separados e mantidos em gaiolas de vidro (14,8 cm x 30,0 cm x 20,3 cm),
contendo recipientes distintos com dieta artificial e agua. Os machos de A. obliqua, com idade
variando de 9 a 15 dias, foram expostos as formulagdes descritas no item 4.5 na dose de 10 ng.
A exposicao teve inicio as 06h00 e foi finalizada as 12h00. Apos este periodo, a fonte de odor
foi retirada e os insetos permaneceram na mesma gaiola. Nos testes de preferéncia de
acasalamento, realizados no dia seguinte a exposi¢cdo, 50 machos (25 expostos e 25 ndo
expostos marcados com tinta atoxica) foram colocados em arenas de vidro (45 cm x 30 cm X
30 cm) juntamente com 25 fémeas (Figura 14). Os casais formados foram retirados da gaiola
e, ao final do teste, contabilizou-se 0 nimero de pares formados por machos expostos e por
machos ndo expostos (Figura 15). As observagdes foram realizadas durante parte da fotofase
(14h00 as 17h00) e, para cada tratamento, foram conduzidas 5 repeticGes do mesmo teste. Os

resultados obtidos foram analisados estatisticamente.

Figura 14 - Arena contendo insetos usados nos testes de preferéncia de acasalamento

Fonte: AUTORA, 2022
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Figura 15 - Casais formados durante testes de preferéncia de acasalamento

Fonte: AUTORA, 2022.

4.7. Anadlises estatisticas

Os dados obtidos nos testes de laboratério foram primeiramente analisados com a
finalidade de verificar os pressupostos paramétricos de normalidade e homogeneidade das
variancias dos residuos pelos testes de Lilliefors e Kolmogorov-Smirnov (p<0.05). Uma vez
atendidos, os testes de Wilcoxon (p<0.05) e qui-quadrado foram aplicados, respectivamente,
para verificacdo de diferencas estatisticas significativas nas avaliagbes comportamentais bem
como na avaliacdo do efeito da exposicao aos volateis na performance sexual de machos. Todas
as analises estatisticas foram executadas a partir do software Originlab 8.0.
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5. RESULTADOS

5.1. Bioensaios de atratividade

5.1.1. Atratividade de machos virgens de A. obliqua para misturas de compostos comuns a
mistura feromonal e ao fruto hospedeiro goiaba.

O resultado da avaliagéo da atratividade de machos virgens de A. obliqua para 0s
controles positivo (mistura dos extratos de volateis de goiaba e volateis de machos) e negativo
(substrato de liberagcdo) demonstrou maior nimero de comportamentos exibidos para o controle
positivo, com diferenca estatistica significativa, quando comparado ao controle negativo
(Zcontrole = 3,548) (Figura 16).

Figura 16 - Atratividade de machos de A. obliqua para os tratamentos controle

Numero médio de comportamentos

exibidos (Média + E.P)

Tratamentos

Nota: CP: Controle positivo (Mistura dos volateis de machos com os volateis de goiaba); CN: Controle negativo (Substrato de

liberagdo quitosana); * - Indica diferenca estatistica significativa pelo teste de Wilcoxon (p<0.05).
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Ao analisar as respostas comportamentais de machos virgens de A. obliqua para as
misturas M1FG, M2FG, M3FG, M4FG e M5FG, observou-se que as mesmas apresentaram
atratividade semelhante ao tratamento controle (Zwirc = 0,750, Zmzrc = 0,016, Zmsre = 1,199, Zmare
= 0,807, Zmses = 1,149). Estes resultados podem ser observados nas Figuras 17 e 18.

Figura 17 - Atratividade de machos virgens de A. obliqua para formulacGes de misturas de

compostos comuns a mistura feromonal e o fruto de goiaba
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Tratamentos

Nota: M1FG: limoneno, octanoato de etila, B-cariofileno e a-copaeno, na dose de 10 ng; M2FG: limoneno,
octanoato de etila, B-cariofileno, na dose de 10 ng; M3FG: limoneno, octanoato de etila e a-copaeno, na dose de
10 ng; M4FG: limoneno, B-cariofileno e a-copaeno, na dose de 10 ng; e M5FG: octanoato de etila, B-cariofileno
e a-copaeno, na dose de 10 ng; CP: Controle positivo (Mistura dos volateis de machos e volateis de goiaba); ns:

Auséncia de diferenca estatistica significativa pelo teste de Wilcoxon (p<0.05).
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Figura 18 - Macho de A. obliqua na fonte de odor.

Fonte: AUTORA, 2021.

5.1.2. Atratividade de machos virgens de A. obliqua para misturas de compostos comuns a

mistura feromonal e ao fruto hospedeiro carambola.

Nos ensaios realizados com as formulaces dos tratamentos controle, derivadas dos
compostos comuns a mistura feromonal e ao fruto hospedeiro carambola, observou-se que a
formulacédo resultante da combinacéo dos extratos de carambola e de machos de A. obliqua
desencadeou maior atracdo em machos coespecificos que o controle negativo (substrato de
liberacdo), com diferenca estatistica significativa entre os tratamentos (Zcontrole = 2,862), COMO

pode ser visto na figura 19.
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Figura 19 - Resposta comportamental de machos virgens de A. obliqua para os tratamentos

controle
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Nota: C posit: Controle positivo (mistura dos volateis de machos e volateis de carambola); C neg: Controle

negativo (substrato de liberacdo quitosana); * - Indica diferenca estatistica significativa pelo teste de Wilcoxon

(p<0.05).

Os resultados dos ensaios com as formulagGes das misturas derivadas dos volateis

comuns ao fruto de carambola e a mistura feromonal demostraram que 0s machos de A. obliqua

foram atraidos tanto para as misturas M2FC, M3FC e M4FC quanto para a formulacdo

constituida pela combinacdo dos extratos de carambola e de machos coespecificos (controle
positivo) (Zmzec =1,137, Zmsec = 0,167, Zmarc = 0,479). Entretanto, a mistura M1FC eliciou menor

atracdo em machos desta espécie do que o tratamento testemunha, com diferenca significativa

entre os tratamentos (Zwirc = 2, 363), como mostram as Figuras 20 e 21.
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Figura 20 - Atratividade de machos virgens de A. obliqua para formulagdes de misturas de

compostos comuns a mistura feromonal e os volateis de  carambola
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Tratamentos

Nota: M1FC: ocimeno, 2- hexanona, linalol, na dose de 10 ng; M2FC: ocimeno e 2- hexanona, na dose de 10 ng;
M3FC: 2- hexanona, linalol, na dose de 10 ng; M4FC: ocimeno e linalol, na dose de 10 ng; CP: Controle positivo
(Mistura dos volateis de machos e volateis de carambola); * - Indica diferenca estatistica significativa pelo teste

de Wilcoxon (p<0.05); ns: Auséncia de diferenca estatistica significativa pelo teste de Wilcoxon (p<0.05).

Figura 21 — Macho de A. obliqua atraido para a fonte de odor.

Fonte: AUTORA, 2021.
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5.1.3. Atratividade de machos virgens de A. obliqua para misturas de compostos comuns a

mistura feromonal e ao fruto hospedeiro manga.

De maneira analoga aos resultados dos ensaios envolvendo as formulagGes contendo os
extratos de goiaba e de carambola combinados com o extrato de machos de A. obliqua (controle
positivo) e o substrato de liberacdo (quitosana, controle negativo), os machos de A. obliqua
foram mais atraidos para a formulacao constituida pela combinagéo do extrato de manga com

0 extrato de machos coespecificos (Zcontrore = 2,860), COmMo pode ser visto na figura 22.

Figura 22 - Resposta comportamental de machos de A. obliqua para formulacdes dos tratamentos

controle

e

Numero médio de comportamentos

exibidos (Média + E.P)

CcP CN

Tratamentos

Nota: CP: controle positivo (mistura contendo os volateis de machos e volateis de manga); CN: controle negativo

(substrato de liberacdo quitosana); * - Indica diferenca estatistica significativa pelo teste de Wilcoxon p<0.05).

Os resultados dos ensaios envolvendo as formulagfes das misturas dos compostos
comuns a mistura feromonal e os volateis de manga, na dose de 10 ng, demonstraram que as
misturas M2FM, M3FM e M4FM desencadearam atratividade semelhante ao controle positivo
(Zmeem = 0,824, Zmsem = 1,405, Zmaem = 0,607). A mistura M1FM apresentou atratividade
significativamente menor em machos, quando comparada ao controle positivo (Zwirm =1,934).
A formulagdo da mistura M5FM, no entanto, exerceu atratividade superior em machos,

diferindo estatisticamente do controle positivo (Zwsew = 2,441) (Figuras 23 e 24).
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Figura 23 - Resposta comportamental de machos virgens de A. obliqua para formulacdes de

misturas de compostos comuns a mistura feromonal e o fruto de manga
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Tratamentos

Nota: M1FM: a—pineno, canfeno, sabineno, mirceno, na dose de 10 ng; M2FM: pineno, canfeno, sabineno, na
dose de 10 ng; M3FM: a—pineno, sabineno, mirceno, na dose de 10 ng; M4FM: canfeno, sabineno, mirceno, na
dose de 10 ng; M5FM: a—pineno, canfeno, mirceno; CP: Controle positivo (Mistura dos volateis de machos e
volateis de manga); * - Indica diferenga estatistica significativa pelo teste de Wilcoxon (p<0.05); ns: Auséncia de

diferenca estatistica significativa pelo teste de Wilcoxon (p<0.05).
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Figura 24 — Macho de A. obliqua pousado na fonte de odor.

Fonte: AUTORA, 2021

5.2. Avaliacéo do efeito da exposicdo

5.2.1. Exposigdo de machos de A. obliqua a formulagdes de misturas de compostos comuns

ao feromonio sexual e ao fruto hospedeiro goiaba

Os resultados obtidos revelam que as fémeas de A. obliqua demonstraram uma maior
tendéncia a acasalar com machos expostos, quando estes foram tratados com a mistura M1FG
(x% =4; GL=1; P=0,05). As demais misturas testadas n&o influenciaram no comportamento de

acasalamento de machos virgens (Figura 25).
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Figura 25 - Numero médio de acasalamentos de machos expostos e machos ndo expostos aos

volateis de goiaba

Numero médio de acasalamentos (% Média)
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Nota: M1FG: limoneno, octanoato de etila, B-cariofileno e a-copaeno, na dose de 10 ng; M2FG: limoneno,
octanoato de etila, B-cariofileno, na dose de 10 ng; M3FG: limoneno, octanoato de etila e a-copaeno, na dose
de 10 ng; M4FG: limoneno, B-cariofileno e a-copaeno, na dose de 10 ng; e M5FG: octanoato de etila, B-
cariofileno e a-copaeno, na dose de 10 ng; NE: machos ndo expostos; E: machos expostos.

5.2.2. Exposicédo a formulagdes de misturas de compostos comuns ao feromonio sexual e ao

fruto hospedeiro manga

Os resultados mostrados na figura 26 demonstram que as fémeas de A. obliqua
apresentaram uma maior tendéncia a acasalar com machos expostos, quando estes foram
tratados com as formulagdes das misturas M1FM (y° =25; GL=1; P=0,01), M2FM (y* =25;
GL=1; P=0,01) e M4FM (yx°=16; GL=1; P=0,01). As demais misturas ndo influenciaram no

comportamento de acasalamento de machos virgens.



52

Figura 26 — NUmero médio de acasalamentos de machos expostos e machos nao expostos aos

volateis de manga

Numero médio de acasalamentos (% Média)
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ONE mE

Nota: M1FM: a—pineno, canfeno, sabineno, mirceno, na dose de 10 ng; M2FM: pineno, canfeno, sabineno, na
dose de 10 ng; M3FM: a—pineno, sabineno, mirceno, na dose de 10 ng; M4FM: canfeno, sabineno, mirceno, na
dose de 10 ng; M5FM: o—pineno, canfeno, mirceno, na dose de 10 ng; NE: machos ndo expostos; E: machos

expostos.

5.2.3. Exposicéo a formulagdes de misturas de compostos comuns ao feromonio sexual e ao

fruto hospedeiro carambola

Os resultados dos testes com misturas derivadas do fruto carambola mostraram que o
numero de acasalamentos entre machos expostos e nao expostos foi semelhante, significando

que nenhuma das formulagdes apresentou influéncia no acasalamento de machos de A. obliqua.
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6. DISCUSSAO

Diferentes partes de uma planta podem liberar odores ou fragrancias caracteristicas que
desempenham um papel importante no comportamento dos insetos. Na relagéo planta-mosca
das frutas, sdo os frutos e certas flores que atraem estes insetos por meio de sua fragrancia
natural, atuando como cairoménio e sinomonio, respectivamente. Os compostos volateis
liberados por hospedeiros de moscas das frutas que apresentam atividade cairomonal,
funcionam em trés contextos distintos: como atraentes de fémeas para sitios de acasalamento
e de oviposicdo; como precursores de moléculas de feroménio e como afrodisiacos,
aumentando o desempenho sexual de machos e, consequentemente, 0 Seu Sucesso no
acasalamento (TAN & NISHIDA, 2020; NISHIDA et al., 2000; VERA et al., 2013; MALO et
al., 2012; BACHMANN et al., 2015; SILVA, 2017).

Neste estudo, avaliou-se as respostas comportamentais de machos virgens de A.
obliqua para formulacdes de misturas de volateis que sdo comuns a mistura feromonal e aos
frutos hospedeiros goiaba, carambola e manga. Os resultados mostram que esses compostos,
de fato, interferem no comportamento destes insetos.

Estudos desenvolvidos com diferentes espécies de tefritidios tem demostrado que estes
insetos sdo atraidos por volateis de seus hospedeiros (LANDOLT; HEATH; CHAMBERS,
1972; LANDOLT; PHILIPS, 1997; NISHIDA et al., 2000; SHELLY; VILLALOBOS, 2004;
PAPADOPOULOS et al., 2001, 2006; SHELLY et al., 2008; KOULOUSSIS et al., 2013;
FLORES et al., 2011; VERA et al., 2013). Em um dos primeiros estudos realizados com A.
fraterculus, foi demonstrado que havia similaridade entre os compostos volateis liberados por
machos e seu hospedeiro preferencial, goiaba (Psidium guajava L.). Os compostos reportados
foram: a-copaeno, o-trans-cariofileno, octanoato de etila, limoneno e butirato de vinila
(SANTOS, 2003). Além disso, verificou-se que machos e fémeas sdo atraidos de forma
semelhante para os extratos de goiaba em trés diferentes estagios de maturacdo. Dentre os
componentes identificados, os compostos limoneno, octanoato de etila, a-copaeno, além do
isomero B-cariofileno, também s&o comuns a mistura feromonal liberada por machos de A.
obliqua e o hospedeiro goiaba (GONCALVES, 2001; AQUINO, 2019). Possivelmente, 0s
compostos comuns ao fruto hospedeiro goiaba e as misturas feromonais liberadas por machos
virgens de A. fraterculus e A. obliqua devem funcionar como pistas olfativas para o
reconhecimento do fruto hospedeiro.

A atratividade de fémeas de A. obliqua foi reportada para as variedades de manga

Ataulfo, Coche e Amate em testes realizados em laboratorio e no campo. Os testes de campo
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mostraram que houve uma captura maior nas armadilhas contendo os extratos da variedade
Amate (MALO et al., 2012). A partir desse resultado, foi realizada a identificacdo dos
compostos volateis presentes nesta variedade, identificando-se os compostos mirceno, a-pineno
e trans-fB-ocimeno como majoritarios. Ao testar misturas destes compostos em gaiolas de
campo, observou-se que houve menor atratividade de fémeas quando utilizou-se a proporgéo
de 1:1:1, entretanto quando a mesma mistura foi testada na proporcéo em que € liberada pelo
fruto, a mistura foi tdo atraente quanto o extrato do fruto (MALO et al., 2012).

Dentre os compostos identificados por Malo et al. (2012), o mirceno e o a-pineno estdo
entre 0s componentes que s&o comuns a mistura feromonal e os volateis de manga avaliados
neste estudo. Os resultados obtidos nos testes de laboratério mostram que, das cinco misturas
testadas, quatro (M2FM, M3FM, M4FM e M5FM) exerceram atratividade em machos virgens
de A. obliqua, quando preparadas na proporcdo encontrada no fruto. Estes resultados
evidenciam a importancia da proporgéo para o reconhecimento do fruto hospedeiro pelo inseto.
A similaridade entre os perfis quimicos dos volateis liberados por frutos de uma mesma familia
pode ajudar a explicar a preferéncia destes insetos praga por variedades diferentes de um mesmo
fruto hospedeiro. Ensaios conduzidos com extratos do fruto de caja (Spondias mombin L.)
também atrairam machos e fémeas dessa espécie. Além disso, os testes de eletroantenografia
revelaram a despolarizagdo da antena de machos e fémeas para nove compostos: butirato de
etila, butirato de isopropila, hexan-1-ol, butirato de propila, butirato de isobutila, hexanoato de
etila, butirato de isopentila, benzoato de etila e octanoato de etila. Em testes de campo, a mistura
contendo esses nove compostos eliciou maior atracdo que a proteina hidrolisada (CRUZ-
LOPEZ et al 2006, TOLEDO et al 2009).

Diversos trabalhos relatam as respostas comportamentais de machos e fémeas de A
ludens para misturas de compostos identificadas em diferentes hospedeiros. Os compostos
octanoato de etila, mirceno, linalol, ocimeno, limoneno e pineno fazem parte dos componentes
testados (ROBACKER et al., 1990a, 1992; MALO et al., 2005; GONZALEZ et al., 2006;
RASGADO et al., 2009). Estudos realizados por Malheiro et al (2015) relataram a resposta
eletrofisiol6gica de machos e fémeas de B. oleae para 0s compostos volateis de trés variedades
de oliveiras (Olea europaea L.). O a-pineno, um dos componentes presente em oliveiras (Olea
europaea L.), eliciou respostas antenais em machos e fémeas. Esse composto funciona como
indutor de oviposicdo em fémeas de B. oleae e aumenta o desempenho sexual de machos
(SCARPATI et al 1993, GEROFOTIS et al 2013).

Testes eletrofisioldgicos e comportamentais realizados com C. capitata demostraram

que os componentes B-pineno, octanoato de etila, B-cariofileno, linalol, limoneno e mirceno
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estdo entre os compostos que eliciaram comportamento de atracdo em machos e fémeas
(JACOBSON et al., 1973; OHINATA et al., 1977; BAKER et al., 1985; JANG et al., 1989;
BAKER et al., 1990; COSSE et al., 1995; HERNANDEZ et al., 1996). Alguns dos compostos
presentes na mistura feromonal de machos de A. obliqua e nos seus frutos hospedeiros também
foram identificados em voléateis de nozes (Juglans regia L.), principal hospedeiro da mosca das
frutas Rhagoletis completa. Os compostos a-pineno e linalol fazem parte de uma mistura que,
qguando comparada ao extrato do fruto, apresentou atratividade para machos e fémeas desta
espeécie, em ensaios de dupla escolha (SARLES et al., 2017).

Cha et al (2017) identificaram nove compostos volteis ativos para machos e fémeas
Rhagoletis zephyria, a partir de frutos de Symphoricarpos albus, da variedade laevigatus.
Foram eles: 3-metilbutan-1-ol, trisulfeto de dimetila, 1-octen-3-ol, mirceno, nonanal, linalol, 3-
(E)-4,8-dimetil-1,3,7-nonatrieno (DMNT), decanal e B-cariofileno. Neste estudo, os autores
também avaliaram seis misturas sintéticas de constituicao diferentes a partir da mistura original,
com intuito de verificar, através de bioensaios em tinel de vento, a atratividade de machos e
fémeas para estas misturas. A remocdo do DMNT, ndo afetou o nivel de resposta, mas a
remocao de varios outros componentes resultaram em uma diminuicéo significativa nos niveis
de resposta para ambos 0s sexos nos bioensaios. J& a remocao do alcool 3-metilbutan-1-ol
resultou na completa inibicdo do comportamento de véo, sugerindo que este composto é
essencial para discriminacdo e localizacdo do hospedeiro para esta espécie (CHA et al., 2012,
LINN et aL., 2005).

Aquino (2019) avaliou a atratividade de fémeas acasaladas de A. obliqua para
formulacGes de misturas de compostos comuns entre a mistura feromonal liberada por machos
e os volateis dos frutos hospedeiros goiaba, manga e carambola. Os resutados obtidos indicaram
que as respostas comportamentais exibidas pelas fémeas para todas as misturas testadas foram
analogas aquelas exibidas para o tratamento testemunha. O presente estudo avaliou a resposta
de machos virgens de A. obliqua para estas mesmas formulagdes. Os resultados dos bioensaios
mostram que, a remocao de algum dos componentes presentes nas misturas de compostos
comuns a mistura feromonal e os frutos hospedeiros gioaba, manga e carambola ndo afetou a
resposta de machos virgens de A. obliqua. De todas as misturas testadas, apenas aquelas
constituidas por todos os componentes comuns a mistura feromonal e os frutos de manga e de
carambola (M1FM e M1FC) apresentaram menor atratividade para os machos virgens. Isto
significa que, nem todos os componentes comuns a estes frutos hospedeiros e a mistura
feromonal sdo essenciais para desencadear atracdo em machos. Estas observagdes estdo de

acordo com os resultados obtidos por Toledo et al. 2009, o quais sugerem que, nem todos 0s
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compostos presentes em uma mistura de nove componentes provenientes do fruto caja séo
essenciais para a atracdo de A. obliqua . Estudos complementares devem ser conduzidos para
elucidar os mecanismos envolvidos no reconhecimento de machos desta espécie para diferentes
misturas, visto que este conhecimento pode ajudar a explicar a polifagia dessa espécie.

A influéncia dos voléateis de hospedeiros no comportamento reprodutivo de machos de
A. obliqua ainda ndo havia sido estudada, embora pesquisas desenvolvidas com outras espécies
de tefritideos, inclusive C. capitata e A. fraterculus, demonstraram que compostos volateis
oriundos de 0leos essenciais ou de frutos hospedeiros conferem vantagens aos machos expostos
a esses odores, influenciando diretamente no comportamento reprodutivo destes insetos
(LANDOLT; HEATH; CHAMBERS, 1972; LANDOLT; PHILIPS, 1997; NISHIDA et al.,
2000; SHELLY; VILLALOBOS, 2004; PAPADOPOULOS et al., 2001, 2006; SHELLY etal.,
2008; KOULOUSSIS et al., 2013; FLORES et al., 2011; VERA et al., 2013).

O presente trabalho avaliou o efeito da exposicdo de machos de A. obliqua a
formulacdes de diferentes misturas de compostos comuns a mistura feromonal e aos frutos
goiaba, manga e carambola. Os resultados mostram que, 0s machos expostos tanto a volateis
de goiaba quanto a volateis de manga adquiriram vantagem no numero de acasalamentos,
quando comparados a machos néo expostos.

Vera et al. (2013) avaliaram o aumento da performance sexual de machos de A.
fraterculus expostos aos frutos de goiaba, manga e limdo. Os autores constataram, a partir dos
experimentos conduzidos, que os machos selvagens e de laboratério expostos aos frutos de
goiaba e aos seus volateis apresentaram vantagem no acasalamento em comparagao aos machos
n&o expostos. Foi observado ainda que, a exposicao ao fruto de manga nao afetou a performance
sexual dos machos, enquanto que, o limdo causou reducdo no nimero de acasalamentos dos
machos expostos. Os autores sugeriram que o aumento na performance sexual de machos de A.
fraterculus foi provocada pelo componente a-copaeno, presente nos extratos de goiaba.

Bachmann et al. (2015), atraves de ensaios em laboratdrio, investigaram o desempenho
sexual de machos de A. fraterculus selvagens e domesticados expostos aos volateis de goiaba e
a uma mistura sintética de quatro compostos (o-copaeno, trans-cariofileno, limoneno e
octanoato de etila) presentes neste mesmo fruto. Os machos selvagens e domesticados, expostos
aos volateis de goiaba, exibiram um ndmero maior de comportamento de chamamento e de
liberacdo de feroménio quando comparados aos machos ndo expostos, o que resultou no
aumento do nimero de acasalamentos registrados. As observagdes também foram semelhantes
quando se avaliou a exposi¢do a mistura sintética, que também resultou no aumento do sucesso

de acasalamento dos machos, comprovando sua eficiéncia. Este resultado se assemelha aos
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descritos no presente trabalho, onde a mistura sintética M1FG, que apresenta composicao
semelhante a testada para A. fraterculus, também aumentou o numero de acasalamentos de
machos virgens de A. obliqua, evidenciando a importancia desses compostos no
comportamento reprodutivo destas especies.

Estas evidéncias sdo confirmadas em experimentos subsequentes conduzidos por
Bachmann et al. (2019), os quais demonstraram que, a exposi¢do de machos de A. fraterculus
aos volateis do hospedeiro goiaba pode influenciar na escolha das fémeas coespecificas,
resultando em beneficios de aptiddo diretos em termos de fecundidade e fertilidade. Nesse
estudo, machos expostos e ndo expostos a volateis de goiaba foram apresentados as fémeas, e
0s resultados mostraram que fémeas de A. fraterculus que acasalaram com machos expostos a
volateis de goiaba apresentaram maior fecundidade do que fémeas que acasalaram com machos
n&o expostos.

Em estudos conduzidos por Nishida et al. (2000) observou-se que a exposi¢do de
machos de algumas espécies da familia Tephritidae a certas plantas aumentam o seu
desempenho sexual. Um trabalho semelhante demonstrou que, machos de C. capitata expostos
a arvores de goiaba tiveram vantagem no acasalamento, quando comparados aos machos nao
expostos (SHELLY; VILLALOBOS, 2004). ObservacOes similares foram constatadas em
testes de exposicdo de machos de C. capitata aos volateis de laranja, onde também houve
aumento no sucesso do acasalamento destes, em compara¢do aos machos ndo expostos
(PAPADOPOULOS et al., 2001, 2006). O sucesso no acasalamento de machos de C. capitata
também foi investigado quando estes foram expostos ao 6leo de manuka e ao extrato de manga.
Os autores demonstraram que, em testes realizados em gaiolas de campo, apenas 0s machos
expostos ao 6leo de manuka apresentaram vantagem no acasalamento (SHELLY et al., 2008).

Tavares (2020) avaliou o efeito da exposicdo de machos de C. capitata aos compostos
comuns a mistura feromonal e ao fruto goiaba. Os compostos (E)-4- octenoato de etila, (S)-(-)-
limoneno; (R)-(+)-limoneno, a-copaeno e B-cariofileno foram avaliados individualmente. Os
resultados mostraram que, dentre os compostos testados, apenas o [3-cariofileno contribuiu para
0 aumento do numero de acasalamentos dos machos expostos. Este composto também esta
presente na mistura sintética testada em machos de A. obliqua.

Dentre os frutos avaliados neste trabalho, a manga foi aquela que apresentou 0 maior
namero de formulagdes que contribuiram para o aumento do nimero de acasalamentos em A.
obliqua. Estas observagdes podem estar relacionadas ao fato de que todos os compostos comuns
a este fruto e a mistura feromonal sdo os mesmos identificados como o feroménio sexual desta

espécie, além da manga ser o hospedeiro preferencial deste inseto praga. Ja as formulacGes
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derivadas do fruto carambola ndo exerceram influéncia no comportamento de acasalamento de
machos de A. obliqua.

Kouloussis et al. (2013), ao investigar o efeito da exposicdo de machos de C. capitata a
0Oleos essenciais de citrus, observaram uma relacdo dose-resposta, onde as doses menores foram
ineficazes no aumento do nimero de acasalamento dos machos, as doses intermediarias
aumentaram o nimero de acasalamentos e as doses mais elevadas causaram a morte destes
insetos. Estes mesmos autores também demonstraram que uma mistura composta por geraniol,
a-pineno, limoneno, B-mirceno e linalol garantiu 0 aumento no numero de acasalamentos
realizados por machos expostos em comparagdo aos machos nao expostos. Em uma perspectiva
semelhante, Juan-Blasco et al. (2013) avaliou o comportamento de machos estéreis. Os
resultados mostraram que, os machos alimentados com dieta suplementada com o0leo de
gengibre (GRO) e aqueles expostos ao composto linalol, obtiveram sucesso no acasalamento
qguando comparados aos machos que foram apenas expostos ao tratamento controle (GRO).
Além disso, este mesmo estudo mostrou que os machos expostos ao composto limoneno néo
obtiveram sucesso no acasalamento.

O efeito da exposi¢do de machos ao 6leo de gengibre (GRO) também foi estudado em
trés espécies de mosca das frutas do género Anastrepha. Os autores observaram que em A.
ludens, os machos realizaram um namero significativamente menor de copulas, em relacdo ao
controle, quando a exposic¢éo foi realizada aos 6 dias de idade, e que 0 niumero de acasalamentos
de machos expostos aos 9 e 12 dias foi semelhante ao controle (machos ndo expostos). Em A.
serpentina, machos expostos aos 6 dias de idade tiveram numero de acasalamentos semelhante
ao controle, e machos expostos aos 9 e 12 dias de idade tiveram nimero de acasalamentos
significativamente maior do que o controle. J4 os machos da espécie A. obliqua ndo foram
afetados pela exposicao ao 6leo de gengibre em nenhuma das idades avaliadas (FLORES et al.,
2011).

Estas observacdes podem ajudar a explicar o fato de que machos de A. obliqua expostos
as formulag6es derivadas do fruto carambola ndo tiveram sua performance sexual afetada. Essas
hipoteses devem ser avaliadas, através da realizacao de testes com as formulacfes em diferentes
doses e com insetos em diferentes idades.

Estes resultados somam-se a outros obtidos por diversos autores, uma vez que,
demonstram a importancia dos extratos dos frutos hospedeiros e extratos de machos
coespecificos para o comportamento de atracdo de A. obliqua, assim como de diferentes
espécies de moscas das frutas, as quais, possivelmente empregam tais compostos para a

localizagé@o de seus hospedeiros, seja para a alimentacdo, sitios de oviposi¢do ou acasalamento
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(BERNAYS; CHAPMAN, 2007). Vale ressaltar que esta é a primeira vez que estas formulagdes
sdo reportadas como atraentes e potencializador do desempenho sexual de machos de A.
obliqua, reforcando seu potencial para desenvolvimento de ferramentas para emprego no
controle destes insetos no campo.

As formulagbes que apresentaram atividade para machos de A. obliqua podem ser
empregadas em diferentes estratégias de controle e monitoramento. Podem ser utilizadas na
captura massal, na técnica do atrai e mata, onde podera atuar junto com um inseticida, e na
Técnica do Inseto Estéril. Além disso, podera ser empregada para monitorar os niveis de
infestacdo nas culturas, indicando o melhor momento de aplicar o inseticida, reduzindo a
quantidade desses produtos no meio ambiente. A principal importancia do uso dessas
formulacBes no controle de A. obliqua refere-se ao fato de ndo apresentarem toxicidade,
contribuindo para a producdo de alimentos mais saudaveis e para a preservacdo do meio

ambiente.

7. CONCLUSAO

Os resultados apresentados mostram que machos virgens de A. obliqua foram atraidos para
quase todas as misturas testadas. A partir deste estudo, é possivel considerar que estes insetos
podem perceber mudancas na composi¢do de misturas e na isomeria dos compostos, permitindo
0 reconhecimento de seus hospedeiros.

Tanto formulacGes de volateis de goiaba quanto formulacGes de volateis de manga
conferiram vantagem para machos expostos. Estas misturas de volateis podem estar sendo
utilizadas para amplificar a emissdo do feromoénio sexual dos machos, atuando como um
afrodisiaco, conferindo-lhes vantagens no acasalamento.

As formulacbes de compostos comuns a carambola e ao feromdnio sexual nao
influenciaram na performance sexual desses machos. Estes resultados observados podem estar
relacionados com a dose testada, ou ainda com fato de que as misturas testadas podem exercer
um efeito de repeléncia para os insetos testados. Novos testes deverdo ser conduzidos a fim de

confirmar ou refutar estas hipoteses.
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Resumo:

A espécie Anastrepha obligua (Macqguart) € a principal praga da cultura da manga nas Américas, a qual
€ encontrada infestando essa cultura em todos os paises da América do Sul e causando grandes prejuizos a
produgdo e exportagio. Atualmente, os métodos existentes para o seu controle dependem do uso de
pesticidas. Mo entanto, uma ferramenta poderosa que pode ser usada no manejo integrado dessa praga é o
feromonio sexual, produzido por machos para atrair fémeas coespecificas para o acasalamento. Assim, o
presente estudo objetivou a extragio e identificagio dos compostos volateis liberados por machos de A.
obligua de duas populagbes diferentes encontradas em dois paises da América do Sul: Brasil e Coldmbia, afim
de descobrir as semelhancas e diferengas, na composig3o do feroménio sexual, entre essas duas populagdes.
Os resultados mostraram diferencas quantitativas e qualitativas na composicio da mistura feromonal destas

populagdes.

Palavras-chave: mosca das frutas do Oeste Indiano; atraente sexual; semioguimico
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Resumo:

Dentre as espécies de mosca das frutas que causam prejuizos a fruticultura brasileira, por ocasionar
queda precoce e depreciagdo de frutos, encontra-se a espécie de Anasfrepha obliqua (Diptera: Tephritidae).
Devido ao impacto desta praga, o presente estudo objetivou avaliar a atratividade de fémeas de A. obliqua a
formulactes de compostos eletrofisiologicamente ativos presentes no feroménio liberado por machos através
da técnica de Cromatografia Gasosa acoplada & Eletroantenografia. Os resultados demonstraram que cinco
compostos eliciam resposta atrativa nas fémeas e pelo uso da Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massas, os compostos identificados foram: 1-heptanol, linalol, (Z)-3-nonen-1-al, (E,Z)-3,6-
nonadien-1-ol e a-fameseno. Posteriormente, bioensaios em arena, contendo seis diferentes misturas,
demonstraram a atratividade de fémeas. Esta pesquisa & importante para compreender e propor novos
produtos derivados de semioguimicos para o controle da praga A. obligua.

Palavras-chave: Moscas das frutas do Oeste indiano; Eletroantenografia; Semioquimicos
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dtractants for mated femaies or enhancer of sexual |nmmnmmmq-m.: t]
evauats he alfraction of females o formulations ing wolatlie compounds common o sex
mmmmmmwmmmmnmmummrnaesmmmmmmng
volallle compounds common 0 sex phermone of G capials makes and Rs host frult, guEva Increase the

seild of hese maes. The resulls demonstrated that femaes were atiacted i Indhidual

of o-copaene, B-caryopiyllens, (R« Himanene and ety octanaate. In addtion, these females wera
2 much atiracted io fymulations contzining mixiunes of two and flve components a5 they were atiracted 1o quava
exiract Males exposed to B-canyophyliens copuiated mone than non-exposed males, showing that this compound
contributes io Increase the sexual performance: of wigin males of this species.

Caderno Verde de Agroscologia ¢ Desemvehimesin Sustentineel (TS5 2358-23487)
v 8,2 5, b-114, 2019

74



Acesse y. h para verificar se este certiicado é valido. Codigo de valicagio: BBZUZHB

-~ CERTIFICADO

NN
Certificam \eCLAUDINETE DOS SANTOS SILVA participou do(a) XI
ENCONTRO BRASILEIRO DE ECOLOGIA QUIMICA - XI BRAZILIAN
MEETING ON CHEMICAL ECOLOGY  em Macei6, durante o periodo de
23/10/2019 @Mow, com carga horaria de 25 hora(s).
S

AN

75




Patentes depositadas

k| el L MAN2021 o
[} NOUSTRIAL O LR
INDLSTRIAL
29409161940107325

Pedido nacional de Invengéio, Modelo de Utilidade, Certificado de
Adicfio de Invenciio e entrada na fase naclonal do PCT

Mdmero do Processo: BR 10 2021 022670 8

Dados do Pedido

MNatureza Patente: 10 - Patente de Invengac (Pl)

Thulo da Invenc#io ou Modelo de Formulagdes de misturas de volateis de carambola (Averrhoa
Utilidade (54): carambola) atraentes para machos virgens de Anastrepha obliqua
(Diptera: Tephritidae)

Resumo: Um dos grandes desafios enfrentados pelos fruticultores no Brasil,
refere-se a produgdo de frutos de qualidade para cumprir as novas
exigéncias dos paises importadores, uma vez que, o mercado
internacional tem adotado protocolos de certificagio para
estabelecer a equivaléncia dos produtos através das fronteiras.
Dentre as pragas quarentenarias presentes no pais, destaca-se a
espécie A. obliqua que & polifaga e esta distribuida em todas as
regides brasileiras devido a sua capacidade de adaptagdo. Com o
intuito de compreender o papel de compostos organicos volateis
presentes nas misturas liberadas por frutos hospedeiros e por
machos virgens deste inseto-praga, o presente pedido de patente
objetivou determinar formulages de misturas dos compostos
comuns ao fruto hospedeiro carambola e a mistura feromonal
liberada por machos virgens de A. obliqua, na dose de 10 ng,
atraentes para machos virgens. Os resultados demostraram que
todas as formulagSes de misturas testadas (M1FC, M2FC, M3FC e
M4FC) foram atraentes para machos virgens de A. obliqua. No
entanto, as misturas M1FC e M4FC desencadearam maior atragao
em machos virgens, diferindo estatisticamente do tratamento
testemunha (mistura do extrato de volateis de machos com o extrato
de volateis da carambola). Estes resultados indicam que formulagges
de misturas de compostos comuns a mistura feromonal e o fruto
hospedeiro carambola podem atrair machos virgens de A. obliqua,
podendo servir como ferramenta para emprego na captura de
machos virgens desta espécie.
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Pedido nacional de Invengéo, Modelo de Utilidade, Certificado de
Adi¢io de Invencdo e entrada na fase nacional do PCT

Ndmero do Processo: BR 10 2021 010243 8

Dados do Pedido

Natureza Patente: 10 - Patente de Invengao (P1)

Thulo da Invenciio ou Modelo de FormulacGes de volateis oriundos do fruto de manga (mangifera
Utilidade (54): indica) com atividade cairomonal para fémeas acasaladas de
Anastrepha obliqua (Diptera: Tephritidae)

Resumo: A mosca das frutas do Oeste Indiano, Anastrepha obliqua, &€ a
principal praga da manga no continente americanc. E uma espécie
altamente polifaga que, devido a severidade dos danos causados a
frutiferas de importancia econdmica, & considerada praga de
restricio quarentenaria. O principal método de controle para mosca
das frutas baseia-se no uso de pesticidas que, devido as exigéncias
do mercado consumidor por frutos de gualidade, vem sendo
substituido por métodos menos agressivos ao meio ambiente e
consumidores. Assim, o presente trabalho objetivou testar
formulagoes atraentes para fémeas de Anastrepha obliqua
constituida dos compostos volateis liberados pelo fruto de manga
{Mangifera indica) em bioensaios comportamentais. Os resultados
demonstraram gue todas as formulagbes dos compostos individuais,
com excegio do canfeno na dose 0,1 ng, foram atraentes para
féemeas de A. obliqua guando comparados ao extrato do fruto de
manga, com destaque para as formulagGes dos compostos [b-
mirceno e canfeno, na dose de 10 ng, que apresentaram maior
meédia comportamental e diferiram estatisticamente do extrato do
fruto.

77



INSTITUTO 870200102733
' ‘ NACIONAL 17/08/2020 .

0&:13
‘ DA PROPRIEDADE
INDUSTRIAL

29409161922406995

Pedido nacional de Invencgéo, Modelo de Utilidade, Certificado de
Adicdo de Invengdo e entrada na fase nacional do PCT

Ndmero do Processo: BR 20 2020 016700 1

Dados do Pedido

Natureza Patente: 20 - Modelo de Utilidade (MU)

Titulo da Invencéio ou Modelo de Gaicla de voo com ar parado para uso em bioensaios com moscas
Utilidade (54): das frutas (Diptera: Tephritidae)

Resumo; A presente patente trata-se de uma gaiola (arena) de voo
confeccionada em vidro, com aplicagio em bicensaios
comportamentais de atratividade e /ou repeléncia, especificamente,
com moscas das frutas dos géneros Anastrepha e Ceratitis. O
dispositivo que & de forma retangular, propde uma mobilidade maior
do inseto, uma vez que as moscas das frutas, possui uma sequéncia
comportamental complexa caracterizada por uma série de
movimentos (voos longos, vibragdo de asas, movimentos laterais,
disputa territorial, etc.), que & comum aos insetos voadores frente a
estimulos quimicos, permitindo ac observador a obtengao de
respostas comportamentais qualitativas e guantitativas. Estudos
preliminares de atratividade com o uso deste dispositivo,
apresentaram resultados quantitatives confiaveis, além da
observacgdo dos padrdes comportamentais destes insetos,
confirmando sua eficiéncia na aplicabilidade nestes ensaios. Esta
arena também pode ser usada para acondicionar os insetos, como
gaiola de criagio, além de ser de pratica, de facil manuseio e viavel
economicamente.
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Pedido nacional de Inveng&do, Modelo de Utilidade, Certificado de

Adicdo de Invengdo e entrada na fase nacional do PCT

Ndmero do Processo: BR 10 2019 004543 4

Dados do Pedido

Natureza Patente:

Titulo da Invengéo ou Modelo de
Utilidade (54):

Resumo:

10 - Patente de Invengao (PI)

Formulacées atraentes para A. obliqua (Diptera: Tephritidae)
oriundas de compostos comuns aos frutos hospedeiros e aos
componentes volateis liberados por machos homoespecificos

As moscas das frutas do género Anastrepha (Diptera: Tephritidae)
representam uma das principais pragas da fruticultura mundial, pois
sdo insetos polifagos que durante o estagio larval se alimentam da
polpa de frutos, resultando na depreciac¢ao do fruto para a
industrializacao e o consumo in natura. Dentre as moscas das frutas,
espécie Anastrepha obliqua, também conhecida como a principal
praga da cultura da manga nas Ameéricas causando sérios danos que
comprometem a qualidade do fruto. Diante do exposto, o presente
pedido de patente, tem o objetivo de determinar formulaces
constituidas de compostos comuns entre os volateis liberados pelos
machos de A. obliqua e os frutos de goiaba, carambola e manga que
sejam atraentes para fémeas. Os resultados demonstraram que
todas as formulagdes obtidas dos compostos comuns ao extrato de
goiaba, carambola e manga séo atraentes para as fémeas, com
destaque para as formulagées M1FM (a = pineno, canfeno,
sabineno, mirceno) e M4FC (limoneno, R-cariofileno e a-copaeno),
que contém compostos comuns ao feroménio e extrato de fruto de
manga e ao extrato de carambola respectivamente, que
apresentaram o maior nimero médio de comportamentos. Estes
resultados indicam que diferentes misturas podem atrair as fémeas
de A. obliqua mesmo que sejam provenientes de hospedeiros
diferentes.

79



80

' \/ NACIONAL 080312019 oo 0222
A ¥ Wisamr LA AR
29409161901989207

Pedido nacional de Invengdo, Modelo de Utilidade, Certificado de
Adicdo de Invengdo e entrada na fase nacional do PCT

Ndmero do Processo: BR 10 2019 004541 8

Dados do Pedido

Matureza Patente: 10 - Patente de Invencio (PI)

Titulo da Invencéo ou Modelo de Formulacdes atraentes para A. obligua (Diptera: Tephritidag)
Utilidade (54): oriundas do fruto Averrhoa carambola
Resumo: A producdo mundial de frutas apresenta uma grande diversidade de

especies cultivadas, sendo caracterizada, principalmente, por frutas
de clima temperado, as quais sdo produzidas e consumidas, em
maior escala, no Hemisfério Morte. Entretanto, apesar do evidente
crescimento da fruticultura, o Brasil tem sofrido grandes perdas nesta
area devido o ataque de moscas-das-frutas, Dentre estes insetos-
praga destaca-se a espécie Anastrepha obliqua que esta associada
a mais de quarenta hospedeiros no Brasil, dentre eles a carambola,
goiaba e a manga. Assim, o presente trabalho objetivou determinar
formulacées atraentes para fémeas de Anastrepha obliqua
constituida dos compostos volateis liberados pelo fruto de carambola
{Averrhoa carambola) atraves do uso de técnicas analiticas e
bioensaios comportamentais. Os resultados demonstraram gue
todas as formulacdes individuais e misturas foram tao atraentes
qguanto o extrato do fruto de carambola com destaque para a
formulacdo M2C que apresentou maior média comportamental.
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Pedido nacional de Invengéo, Modelo de Utilidade, Certificado de
Adigéo de Invencgéo e entrada na fase nacional do PCT

Numero do Processo: BR 10 2019 000681 1

Dados do Pedido

Natureza Patente: 10 - Patente de Invengao (Pl)

Titulo da Invenciio ou Modelo de Mistura atrativa para o controle/meonitoramento dos morfotipos
Utilidade (54): Brasileiro-1 e Brasileiro-3 do complexo Anastrepha fraterculus
(Diptera: Tephritidae)

Regumo: Considerada uma das mais temiveis pragas da fruticultura brasileira,
a mosca das frutas Anastrepha fraterculus constitui um complexo de
espécies, formada por oito morfotipos, que apresentam isolamento
reprodutivo pré e pos-zigoticos. Seus machos liberam compostos
volateis que atraem fémeas para o acasalamento. Tais compostos ja
identificados, estdo presentes em diferentes proporgdes na mistura
feromonal de populagbes oriundas de diferentes regides. O estudo
objetivou identificar formulagdes atrativas para fémeas dos
morfotipos Brasileiro-1 e Brasileiros-3 de A. fraterculus, a partir de
compostos volateis, liberados por machos, comuns aos morfotipos.
Os resultados demonstraram que os compostos (£)-3-nonen-1-ol,
(E,Z)-3,6-nonadien-1-ol, (S,5)-(-)-epianastrefina, eliciaram atividade
antenal em fémeas do morfotipo Brasileiro-1, os quais também
eliciaram despolarizagao nas antenas de fémeas do morfotipo
Brasileiro-3, juntamente com a-pineno, limoneno e a-farmeseno. Nos
bioensaios, os componentes (S)-{-}-a-pineno, (R)-(+)-limoneno, (Z}-
3-nonen-1-ol, (E,Z)-3,6-nonadien-1-ol na dose de 10ng e (R)}-(+)-
limoneno e a-famesenc na dose de 0.1ng eliciaram atragao em
fémeas dos dois morfotipos de maneira analoga aos extratos de
machos coespecificos. Em relago a mistura dos seis compostos,
apenas dose de 10ng desencadeou atracdo em ambas as fémeas.
Os resultados demonstram que a mistura testada & promissora para
uso como iscas olfativas no monitoramento e captura de fémeas dos
dois morfotipos em pomares infestados.
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Pedido nacional de Invengdo, Modelo de Utilidade, Certificado de
Adicso de Invengdo e entrada na fase nacional do PCT

Ndmero do Processo: BR 10 2018 072563 7

Dados do Pedido

MNatureza Patente: 10 - Patente de Invengao (PI)

Titulo da Invengio ou Modelo de Formulagoes atraentes para A. obliqua (Diptera: Tephritidae)
Utilidade (54): oriundas do fruto Manguifera indica
Resumo: O aumento da populagdo em nivel mundial, gerou a necessidade da

produgdo de alimentos em grande escala, que consequentemente
propiciou o surgimento de varios insetos-praga, devido a maior oferta
de alimento, habito alimentar polifage e auséncia de técnicas
eficientes para o controle. Dentre estes insetos-praga destacam-se a
espécie Anastrepha obligua que esta associada a mais de guarenta
frutos hospedeiros no Brasil, dentre eles a manga que é o fruto mais
exportado pelo Brasil. Por este motivo, o presente trabalho objetivou
identificar, dentro da mistura de compostos volateis liberada pelo
fruto de manga formulacdes atraentes para fémeas de A. obliqua. Os
resultados demonstraram que quatro compostos eliciam a
despolarizagdo das antenas das fémeas (a-pineno, canfeno,
sabineno e B-mirceno), nos testes comportamentais com as
formulagbes individuais; sendo demonstrado que o composto
sabineno eliciou maior atrag3o em fémeas que o extrato de manga.
As formulagtes das misturas M2, M3, M4 e M5 foram tdo atraentes
para fémeas quanto o extrato do fruto, entretanto a mistura M1 atraiu
mais fémeas que o extrato de manga. Estes resultados comprovam a
atratividade de fémeas para compostos provenientes de frutos
hospedeiros sendo considerado um potencial produto a ser
empregado em técnicas do Manejo Integrade de Pragas.
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Pedido nacional de Inveng&o, Modelo de Utilidade, Certificado de
Adicdo de Inveng&o e entrada na fase nacional do PCT

Ndmero do Processo: BR 10 2018 0713205

Dados do Pedido

MNatureza Patente: 10 - Patente de Invengao (PI)

Thtulo da Invengfio ou Modelo de Formulagtes atraentes para A. obliqua (Diptera: Tephritidae)
Utilidade (54): oriundas do fruto Psidium guajava L.

Resumo: A fruticultura @ essencial para o setor econdmico de um pais,
entretanto algumas pragas causam prejuizos em culturas de grande
importancia, resultando na inviabilidade dos frutos para o consumo in
natura e industrializagdo. Dentre estas pragas, a espécie A. obliqua
destaca-se por ser considerada economicamente como um dos
tefritideos mais problematicos na América do Sul, devido a sua
capacidade de adaptagdo e polifagia. Deste modo, o presente
estudo objetivou identificar as formulagbes atrativas para fémeas de
A. obligua a partir dos compostos volateis liberados pelo fruto de
goiaba. Os resultados obtidos demonstraram que quatro compostos
provocaram despolarizagdo nas antenas: pineno, B-cariofileno, -
mirceno e butirato de etila. Mos bioensaios, todas as formulacdes
individuais foram atrativas, destacando-se dentre elas a formulacao
contendo o composto B-cariofileno e B-pineno que eliciaram maior
atragdo em fémeas quando comparadas aos outros tratamentos. Em
relagio as formulagdes das seis misturas testadas, apenas as
misturas M1, M2, M3, M4 e M5 foram tao atrativas quanto o extrato
de fruto, com excegdo para a MG que foi menos atraente que o
controle. Os resultados desta pesquisa demonstram que as
formulagdes testadas s3o0 promissoras para uso em iscas olfativas
empregadas no monitoramento e captura deste inseto-praga em
pomares infestados.
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RESUMO: A espicie Anastrepha  obliqus
[Macquart), principal praga das varisdades de
manga no continents americano, & encontrada
infestando sssa cultura nos EUA & em todos
oz paizes da América do Sul onds & cultivada.
Atuglments, dentrs oz métodos empregados
para controlar o& dancs caussdos por esie
insato-praga prevalece © u=so de pesticidas. No
entanto, uma ferramenta podercea que pods ser
empregada &m 3au mansyd &0 usa do ferombnio
saxual, produzido pelos machos para atrair
fémeas cosspecificas para o acasalamento.
Aszaim, o presents estudo ofbystivou extrair @
idantificar o compostos voliteis ibersdos por
machozs de A obligua de duas populachss
diferentes encontradas em dois palsss da
Aménca do Sul: Brasil e Coldmbia, para
descobrir as semslhangas o difersngaz entre
essas duss populagiss, & dsterminar se a
composigio quimica do ferombnio saxual pode
a8l usada como uma ferramenta de diagnisetico
para detectar a pressnga de uma determmnada
populagio em uma érea especifica. As
anflises de extratos de asragles de machos
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o CAPITULO A e,

Feromonios das moscas-das-frutas

Claudinete dos Santos Silva
Luana Lima Ferreira

Nathaly Costa de Aquino
Raphael de Farias Tavares

Rita de Cassia Correia da Silva
Ruth Rufino do Nascimento
Jeinny Christine Gomes Barros

Adriana de Lima Mendonga

INTRODUCAO

As relacoes ecologicas existentes entre insetos e outros organismos sio mediadas por diferentes
tipos de sinais, com predomindncia para os quimicos, os quais sio denominados semioquimicos
(Law & Regnier 1971, Lima-Mendonga et al 2014). Essa relagio trata-se, provavelmente, da mais
antiga forma de comunicagio entre os seres vivos e os insetos constituem um grupo de animais que
dependem e utilizam esses sinais para sobrevivéncia em diferentes etapas do seu comportamento
reprodutivo (Lima-Mendonga et al 2014).

o CAPITULO 1B

Cairomonios das moscas-das-frutas

Claudinete dos Santos Silva
Jeinny Christine Gomes Barros
Luana Lima Ferreira

NMathaly Costa de Aquino
Raphael de Farias Tavares

Rita de Cissia Correia da Silva
Adriana de Lima Mendonga

Ruth Rufino do Nascimento

INTRODUCAO
A comunicagio é um processo que envolve a troca de informages entre organismos de mesma e
diferentes espécies. Quando ocorre entre organismos de mesma espécie, ¢ denominada de intera-
¢do intraespecifica e, quando envolve organismos de espécies diferentes, denomina-se interagio
interespecifica (Law & Regnier 1971, Nascimento & Sant”Ana 2001, Lima-Mendonca et al 2014).
Em insetos, a comunicagio ¢ mediada por sinais quimicos, os quais recebem nomes distintos,
dependendo do tipo de interacio que intermedeiam. Os sinais quimicos envolvidos nas interages
intraespecificas sio denominados feroménios e, aqueles envolvidos nas interacoes interespecificas
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Abstract

The study of insect semiochemicals. especially pheromones, is of fundamental importance for the development of strategies for
controlling agricultural pests. In this study. volatile compounds involved in the communication between males and females of the
fruit fly, Anastrepha obligua (Diptera: Tephritidae), for mating purposes were characterized to develop attractant formulations for
females of this species. Extracts containing volatile compounds released by males of A. obligua were obtained by the dynamic
headspace technique and analyzed by gas chromatography coupled with an electroantennographic detector (GC-EAD) and gas
chromatography coupled with mass spectrometry (GC-MS). Twenty-one volatile compounds were identified in the aeration
extracts of males. Five of them caused EAD responses from the antennae of females: 1-heptanol, Inalool, (£)-3-nonen-1-ol,
(E,Z)-3,6-nonadien- 1-ol, and {Z, E)-x-famesene. Six synthetic mixtures of these compounds, including the five-component blend
and all possible four-component blends, were formulated in a biopolymer and used in behavioral bipassays conducted in the
laboratory arena with conspecific virgin females. One blend of 1-heptanol, linalool, (Z)-3-nonen-1-ol, and (Z F)-a-famesene
attracted more females than the collection of volatiles from virgin males used as control. The other mixtures were as attractive to
A. obligua females as the control treatment. This study indicates potential for use of these compounds in monitoring and control
strategies for this pest.

Keywords Fruit flies - Diptera - Tephritidae - Semiochemicals - Pheromones - Electroantennography - Attractant formulations
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