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RESUMO

A pinheira (Annona squamosa) e a gravioleira (Annona muricata)
apresentam destaque na fruticultura mundial e grande aceitacdo comercial.
Sua producao constitui um importante fator de impacto econdmico; entretanto
um dos principais obstaculos a exploracdo econémica destas frutiferas é a
existéncia de um complexo de pragas que atacam estas culturas, tendo como
principal praga uma mariposa, a Cerconota anonella. O presente estudo
objetiva: realizar um levantamento sobre a existéncia de patentes de
semioquimicos de Annona utilizadas no controle de pragas; estudar a biologia
molecular e identificar as sensilas presentes nas antenas de fémeas deste
inseto; extrair e identificar os compostos volateis de plantas de A. muricata e A.
squamosa em diferentes estagios de maturacéo de plantas (vegetativo, florado
e frutificado) atraentes a fémeas de C. anonella e estudar o efeito sinérgico do
extrato de A. squamosa no estagio frutificado com o extrato de glandulas de
fémeas coespecificas na atracdo de machos desta espécie. Frutos de graviola
brocados foram coletados em pomares do municipio de Coruripe-AL, para
obtencéo dos adultos. Os compostos volateis emitidos por estas plantas foram
coletados pela técnica de headspace dinamico. Foram realizadas a extracao de
DNA, PCR (reacdo em cadeia da polimerase), sequenciamento, bioensaios
comportamentais, as andlises utilizando MEV, CG/MS e CG/EAD. Os
resultados foram submetidos as analises estatisticas de Wilcoxon (p<0.05).
Através da revisdo patentaria foram constatadas 201 patentes na base
PATENTINSPIRATION quando utilizado o termo “Annona”. Dessas, cinco
patentes foram depositadas no Brasil, ocupando o nono lugar no ranking de
patentes. Pela biologia molecular foi confirmada a identificacdo da espécie. As
andlises de MEV demonstraram uma diversidade de sensilas presentes nas
antenas das fémeas, tais como as sensilas: basiconica, caética, tricoide, dentre
outras. Os bioensaios revelaram que o tratamento controle n&o eliciou
atratividade em fémeas, quando comparado com os tratamentos testados. As
fémeas foram atraidas para plantas antes mesmo da frutificacéo, incluindo a
fase de floracéo, sendo a fase frutificada a preferencial. Ndo houve diferencas
significativas quando comparados os extratos de plantas nos estagios de
maturacado preferenciais. Dentre as classes de compostos identificados por CG-
EM foram encontrados terpenos, ésteres, alcoois, cetonas e aldeidos. As
analises por CG-EAD demonstraram que no extrato frutificado de A. squamosa
existem quatro compostos bioativos, sdo eles: B-mirceno, 3-ocimeno, benzoato
de metila e o linalol. Foi constatado o efeito sinérgico para formulacéo
constituida pela mistura do extrato de A. squamosa com o0 extrato de glandulas
de fémeas coespecificas na atracdo de machos virgens de C. anonella.
Baseado nos resultados obtidos, conclui-se que: C. anonella pode estar
presente no campo antes da frutificacdo, que 0s quimiorreceptores exercem
papel fundamental nas escolhas das moléculas por parte destas fémeas, a
revisdo patentéria demonstrou que as informagdes acerca da ecologia quimica
de espécies do género Cerconota, particularmente C. anonella ainda séo
incipientes. Assim o presente trabalho apresenta um estudo mais acurado
acerca das interacdes heteroespecificas e homoespecificas entre adultos de C.
anonella e as plantas de A. squamosa.

Palavras-chave: Compostos volateis, Anonaceae, Lepidoptera.



ABSTRACT

Custard apple (Annona squamosa) and soursop (Annona muricata) stand out in
fruit farming in several parts of the world and have great commercial
acceptance. The production of these fruits constitutes an important factor of
economic impact; however, one of the main obstacles to the economic
exploitation of these fruit trees is the existence of a complex of pests that attack
these cultures, such as the fruit borer (Cerconota anonella), which is the main
pest causing this problem. Thus, this study aimed to carry out a survey on
patents referring to Annona semiochemicals used in pest control, analyze the
molecular biology of C. anonella and identify the sensilla which binds to odorant
molecules in the female antennae of this insect species, as well as to extract
and identify the volatile compounds of A. muricata and A. squamosa plants at
different maturation stages (vegetative, flowering and fruiting) that attract the
fruit borer insect. Infested soursops were collected from orchards in the estate
of Coruripe, Alagoas State, Brazil, to obtain adults. The volatile compounds
emitted by the studied plants were collected through the dynamic headspace
technigue. DNA extraction, PCR (Polymerase Chain Reaction), sequencing,
SEM, GC-MS and GC-EAD were also performed. The data from bioassays
were subjected to statistical analysis using the Wilcoxon test (p<0.05). A total of
201 patents were found on the PATENTINSPIRATION database where the
term “Annona” was used. Brazil ranks eleventh with five patents. The molecular
biology analysis confirmed the identification of the species and the SEM
analysis identified a diversity of sensilla in the antennae of the C. anonella
female insects (basiconic, chaetic trichoid, among others). The bioassays
revealed that the control treatment did not elicit any attraction on females when
compared to all treatments tested. Females were attracted to plants even
before fruiting, including the flowering stage. However, the fruiting was the
preferred stage. There were no significant differences when comparing the
extracts of plants at the preferred stages of maturation. Terpenes, esters,
alcohols, ketones, aldehydes were the classes of compounds identified by GC-
MS. Four bioactive compounds, namely: B-mycrene, B-ocimene, methyl
benzoate and linalool, present in the fruiting stage of A. squamosa were
identified. The synergistic effect for the formulation of the mixture containing the
extract of A. squamosa in the fruiting stage with the extract of sex pheromone
glands of conspecific females was proven.This finding suggests that the pest
may be in the field before fruiting and that chemoreceptors play a fundamental
role in the choice of the molecules by C. anonella females. the patent review
showed that information about the chemical ecology of species of the genus
Cerconota, particularly C. anonella, is still incipient. Thus, the present work
presents a more accurate study about the heterospecific and homospecific
interactions between adults of C. anonella and the plants of A. squamosa.

Keywords: Volatiles compounds, Anonaceae, Lepidoptera
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1. INTRODUCAO

Atualmente, o Brasil destaca-se em nivel mundial quanto a producéo e
exportacdo de frutas, ja nos trés primeiros meses de 2020 exportou mais de
234 mil toneladas de frutas segundo a ABRAFRUTAS (2020). Neste contexto
podemos citar a pinheira (Annona squamosa) e a gravioleira (Annona muricata)
que sao frutiferas tropicais de grande aceitacdo comercial, sendo amplamente
cultivadas em diversas regifes do Brasil (BRAGA SOBRINHO, 2014).

As principais pragas que afetam estas anonaceas sao: Cerconota
anonella (broca do fruto), Bephratelloides pomorum (broca da semente),
Cratossomos (broca do tronco), Philonis (broca do ponteiro dos ramos) e as
cochonilhas (SAO JOSE, 2003; BRAGA SOBRINHO, 2010; HERNANDEZ et
al., 2018). Além disso, as principais doencas enfrentadas por esta cultura, de
maior importancia nas areas produtoras do Brasil, sdo causadas por fungos
durante o florescimento e a frutificagéo.

A mariposa Cerconota anonella, (Sepp.1830) (Lepidoptera:
Depressaridae) € considerada uma praga de importancia econémica que mais
prejudica o cultivo das plantas de A. squamosa e A. muricata, devido os danos
causados sobre os frutos (MICHELETTI et al., 2001; BRITO, 2010; PIRES et
al., 2016). Os sinais de ataque dessa praga no campo, distinguem-se por
botdes florais secos e frutos retorcidos com manchas escuras e irregulares
(SILVA, 2004).

Tratamentos fisicos (ensacamento dos frutos), quimicos (uso de
inseticidas) e biolégicos (utilizando parasitdides) tém sido empregados nos
plantios de pinha e de graviola, visando sendo controlar, a0 menos minimizar a
acado da praga C. anonella (MICHELETTI, 2000; SILVA 2004; SILVA et al.,
2014; SILVA; BROGLIO, 2019).

Outros produtos quimicos que nao os inseticidas podem ser usados para
combater insetos através da manipulacdo de comportamentos olfativos
especificos, aproveitando a existéncia de compostos naturais usados para a
comunicacdo entre organismos, os semioquimicos (PICKETT et al., 1997;
NAVARRO-SILVA; MARQUES; DUQUE, 2009).
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Estas substancias, denominadas semioquimicos, sd0 muitas vezes
derivadas de metabdlitos de plantas, os quais podem atrair, repelir e fornecer
outros tipos de informacéo a outras espécies (GOMES et al., 2019).

As plantas floradas produzem e emitem uma infinidade de compostos
organicos volateis. Em geral, acredita-se que essa emissdo tenha atuado
principalmente como defesa e, secundariamente, durante o processo evolutivo,
para atrair polinizadores, especialmente insetos (BERGSTROM, 2008). A
utilizagdo dos compostos orgéanicos volatéis (COV’s) de plantas constitui uma
possivel alternativa para o controle de pragas e conservacdo ambiental.

O sistema de comunicagao olfativa dos insetos permite distinguir os
compostos organicos presentes nos ambientes, induzindo o inseto a exibir uma
série de comportamentos especificos, tais como: busca pelas plantas
hospedeiras, selecdo de locais de oviposicéo, etc. (SPATHE et al., 2013; HAO;
SUN; LIU, 2020).

A antena, o principal 6rgdo sensorial dos insetos, € constituida por
diferentes tipos de sensilas. Possui funcbes como a deteccdo de sinais
quimicos, movimento, umidade e temperatura (YUVARAJ et al., 2018; SU et
al., 2009).

Pelo exposto, considerando que a cultura das anonaceas é importante
pela quantidade do alimento produzido e pela qualidade do produto colhido. O
presente estudo objetiva verificar a preferéncia da praga Cerconota anonella
por diferentes estagios da planta de pinha e graviola, visando elucidar o
estagio para o qual a praga é mais atraida; identificar quais compostos
quimicos volateis atraem o lepidoptero em questdo, desenvolver formulacdes
contendo os compostos individuais que eliciaram resposta nas antenas de
fémeas e suas respectivas misturas, em diferentes combinagbes, para
emprego em ensaios comportamentais que serdo conduzidos em laboratorio,
fazer o registro da espécie em base de dados molecular e analisar quais
sensilas estdo presentes nas antenas de fémeas desta espécie visto que, até o
presente momento nao existem estudos sobre a influéncia dos COVs de
plantas de A. muricata e A. squamosa na atracdo desta espécie nem a
identificacdo de suas sensilas e registro molecular brasileiro.

A presente tese esta estruturada em quatro capitulos como segue:
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Capitulo | — O uso de semioquimicos de Annona como atraente no
manejo integrado de pragas: Um estudo prospectivo. Neste capitulo, foi
realizada uma prospeccao tecnoldgica para avaliar o uso de semioquimicos de
Annona para obter uma formulagdo cairomonal a ser empregado no manejo
integrado de pragas. Patentes e artigos cientificos foram buscados nas bases
PATENTINSPIRATION, WIPO, INTI, Science Direct e Scopus, a fim de fazer
um levantamento sobre o cenério atual desse tema. A falta de informacdes em
relacdo a biologia a nivel genético e as ultraestruturas desda espécie, foram
bases para a elaboracéo do capitulo II.

Capitulo 1l — Biologia molecular e analise das sensilas antenais de
Cerconota anonella (Lepidoptera: Depressariidae). No capitulo 1I, foram
executados dois estudos: a extracdo do DNA do inseto a fim de fazer um
comparativo das sequéncias obtidas com as depositadas no Bold Systems e
Gen Bank e a andlise das estruturas sensoriais presentes nas antenas da
Cerconota anonella, identificando os diferentes tipos de sensilas, corroborando
respectivamente para a identificacdo especifica deste lepidoptero e
entendimento dos tipos e funcdes das sensilas, visto que estas sdo essenciais
na detenc¢do dos compostos organicos volateis que sédo de vital importancia
para a sobrevivéncia da espécie, como sera abordado no capitulo III.

Capitulo Ill - Extracéo e identificacdo de compostos volateis de plantas
de Annona muricata e Annona squamosa, em diferentes estagios de
maturacdo, atraentes para a broca dos frutos Cerconota anonella. O presente
capitulo aborda os bioensaios de atratividade preferencial da C. anonella aos
diferentes estagios de maturacdo das plantas de Annona muricata e Annona
squamosa, a extracao e identificacdo dos compostos volateis presentes nesses
estagios e os eletrofisiologicamente ativos e a acdo das formulacédos destes em
biosensaios de laboratério. Diante dos resultados obtidos com os extratos da
plantas foi feito um estudo da eficacia destes com os extrato de feronémio,
dando origem ao capitulo IV.

Capitulo IV — Formulacdo eficaz na atracdo de machos virgens de C.
anonella, baseada na combinacgéo sinérgica de extratos de plantas frutificadas
de Annona squamosa com o feromonio sexual de fémeas de C. anonella. O
presente capitulo tem por objetivo a preparacdo de uma formulacéo a base da

mistura do extrato hexanico dos constituintes volateis liberados por plantas



16

frutificadas de pinha (Annona squamosa) e do feromonio sexual de fémeas
virgens de C. anonella com efeito sinérgico na atracdo de machos da broca do

fruto das anonaceas.

1.1 REFERENCIAS

ABRAFRUTAS. Estatisticas de exportagcbes de frutas 2017, Disponivel
em<https://abrafrutas.org/dados-estatisticos/ acesso em Jul 2020.

BERGSTROM, L. G. W. Chemical communication by behaviour-guiding
olfactory signals. Chemical Communications, n. 34, p. 3959-3979, 2008.

BRAGA SOBRINHO, Raimundo. Integrated production of Annonaceae in
Brasil. Revista Brasileira de Fruticultura, v. 36, n. SPE1, p. 102-107, 2014.

BRAGA SOBRINHO, R. Potencial de exploracdo de anonaceas no Nordeste do
Brasil. In: Semana Internacional da Fruticultura, Floricultura e Agroindustria,
172, 2010, Fortaleza. Frutal 2010. Fortaleza: Embrapa 2010. Disponivel em:
<http://www.ceinfo.cnpat.embrapa.br/arquivos/artigo_3425.pdf> Acesso em: 10
fev. 2019.

BRITO, E. A. Flutuacdo populacional e avaliacdo de taticas de controle
sobre a broca-do-fruto das anonaceas Cerconota anonella (Lepidoptera:
oecophoridae). Dissertacdo (Mestrado em producdo vegetal) - Universidade
Estadual de Santa Cruz, llhéus, 2010.

GOMES, Guilherme et al. A Neurociéncia da percepcéo do Ambiente: estudos
eaplicacdes.<https://www.researchgate.net/profile/Guilherme_Gomes3/publicati
on/323879448 A Neurociencia_da_percepcao_do_ambiente_estudos_e_aplic
acoes/links/5ab1003faca2721710febelf/A-Neurociencia-da-percepcao-do-
ambiente-estudos-e-aplicacoes.pdf> Acessado em 10 de maio de 2019.

MICHELETTI, S. M. F. B. et al. Controle de Cerconotaanonella (Sepp.; 1830)
(Lepidoptera: Oecophoridae) e de Bephratelloidespomorum (Fab.) (HYM.:
Eurytomidae) em frutos de graviola (Annonamuricatal.). Revista Brasieirade
de Fruticultura. Jaboticabal SP, vol. 23, n. 03, 722-725, 2001.

NAVARRO-SILVA, M. A.; MARQUES, F. A.; DUQUE L. J. E. Revisédo dos
semioquimicos que mediam a oviposicdo em mosquitos: uma possivel
ferramenta sustentavel para o monitoramento e controle de Culicidae.
Rev. Bras. entomol. [online]. 2009, vol.53, n.1, pp.1-6. ISSN 1806-9665.

PICKETT, J. A.; WADHAMS, L. J.; WOODCOCK, C. M. Developing sustainable
pest control from chemical ecology. Agriculture, ecosystems & environment,
v. 64, n. 2, p. 149-156, 1997.

PIRES, E. V. et al. Identification and field and laboratory tests of the sex
pheromone of Cerconota anonella Sepp. (Lepidoptera: Oecophoridae). Journal
of Applied Entomology (1986), v. 140, p. n/a-n/a, 2015.


https://abrafrutas.org/dados-estatisticos/
https://www.researchgate.net/profile/Guilherme_Gomes3/publication/323879448_A_Neurociencia_da_percepcao_do_ambiente_estudos_e_aplicacoes/links/5ab1003faca2721710febe1f/A-Neurociencia-da-percepcao-do-ambiente-estudos-e-aplicacoes.pdf
https://www.researchgate.net/profile/Guilherme_Gomes3/publication/323879448_A_Neurociencia_da_percepcao_do_ambiente_estudos_e_aplicacoes/links/5ab1003faca2721710febe1f/A-Neurociencia-da-percepcao-do-ambiente-estudos-e-aplicacoes.pdf
https://www.researchgate.net/profile/Guilherme_Gomes3/publication/323879448_A_Neurociencia_da_percepcao_do_ambiente_estudos_e_aplicacoes/links/5ab1003faca2721710febe1f/A-Neurociencia-da-percepcao-do-ambiente-estudos-e-aplicacoes.pdf
https://www.researchgate.net/profile/Guilherme_Gomes3/publication/323879448_A_Neurociencia_da_percepcao_do_ambiente_estudos_e_aplicacoes/links/5ab1003faca2721710febe1f/A-Neurociencia-da-percepcao-do-ambiente-estudos-e-aplicacoes.pdf
http://www.scielo.br/cgi-bin/wxis.exe/iah/?IsisScript=iah/iah.xis&base=article%5Edlibrary&format=iso.pft&lang=i&nextAction=lnk&indexSearch=AU&exprSearch=NAVARRO-SILVA,+MARIO+A.
http://www.scielo.br/cgi-bin/wxis.exe/iah/?IsisScript=iah/iah.xis&base=article%5Edlibrary&format=iso.pft&lang=i&nextAction=lnk&indexSearch=AU&exprSearch=MARQUES,+FRANCISCO+A.
http://www.scielo.br/cgi-bin/wxis.exe/iah/?IsisScript=iah/iah.xis&base=article%5Edlibrary&format=iso.pft&lang=i&nextAction=lnk&indexSearch=AU&exprSearch=DUQUE+L,+JONNY+E.

17

YUVARAJ, Jothi Kumar et al. Diversity of olfactory structures: A comparative
study of antennal sensilla in Trichoptera and Lepidoptera. Micron, v. 111, p. 9-
18, 2018.

SAO JOSE, A. R. Cultivo e mercado da graviola. Fortaleza: Instituto Frutal,
2003. 36 p.

SILVA, E. L. Estudo das interacdes intra- e interespecificas das pragas das
anonéceas, Bephratelloides pomorum Fab. (Hymenoptera: Eurytomidae) e
Cerconota Anonella Sepp. (lepidoptera: Oecophoridae) e da cana- de-
aclcar, Diatreasaccaralis Fab. (Lepidoptera: Cambridae) com seus
Hospedeiros. Tese (Doutorado em Quimica e Biotecnologia- Ecologia
quimica) — Departamento de Quimica e Biotecnologia, Universidade Federal de
Alagoas. 2004.

SILVA. L. S. et al. Controle de Cerconota anonella (Sepp.) (Lep.:
Oecophoridae) e de Bephratelloides pomorum (Fab.) (Hym.: Eurytomidae) em
frutos de pinha (Annonas quamosa L.). Revista Brasileira de Fruticultura.
v.36, edicdo especial, p.305-309, 2014.

SILVA, L. S.; BROGLIO, S. M. F. CARACTERISTICAS FiSICAS E
INCIDENCIA DE Cerconota anonella (LEP.. OECOPHORIDAE) E
Bephratelloides pomorum (HYM.. EURYTOMIDAE) EM FRUTOS DE
PINHEIRA ENSACADOS E CULTIVADOS EM ALAGOAS Revista Mirante,
Anapolis (GO), v. 12, n. 1, jun. 2019. ISSN 1981-4089.

SPATHE, A. et al. Plant species-and status-specific odorant blends guide
oviposition choice in the moth Manduca sexta. Chemical senses, v. 38, n. 2, p.
147-159, 2013.



18

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cultura das anonaceas

A familia Annonaceae engloba aproximadamente 120 géneros e mais de
2.300 espécies, contendo um grupo de plantas que se destacam mundialmente
por produzir frutos de alto valor comercial tanto para o0 mercado in natura ou
processado, como para a producdo de compostos bioativos (BRAGA
SOBRINHO, 2014; OLIVEIRA, 2017; TEXEIRA 2020).

Dentre as anonaceas, trés géneros sao importantes: Rollinia sp,
Alberonoa sp e Annona sp. As principais espécies cultivadas sao: Rollinia
silvatica (araticum-do-mato), Rollinia mucosa (birib4), Rollinia escalbida
(araticum ou quaresma), Alberonoa purpuracea (marolo), Alberonoa lanceolata
(pindaiba) e Annona muricata (graviola), Annona squamosa (pinha) e Annona
cherimola Mill. x Annona squamosa L. (atemdia) (MOSCA et al., 2006).

Os principais paises produtores no mercado das anonaceas sao:
Australia, Chile, Espanha, Estados Unidos, Nova Zelandia e lIsrael, para a
cherimdlia; México, Brasil, Venezuela e Costa Rica, para a graviola; e
Tailandia, Filipinas, Brasil, Cuba e india, para a pinha (SAO JOSE et al., 2014,
PEREIRA et al., 2019), conforme mostra a Figura 1.

Figura 1- Principais paises produtores de anonaceas.

B México Brasil Chile Filipinas
B Venezuela B Peru Espanha M Australia
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Fonte: Autor, 2020
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No Brasil, trés principais espécies de Annonaceae sdo produzidas
devido a sua importancia econdémica: graviola (Annona muricata L.), pinha
(Annona squamosa L.) e mais recentemente, tém-se expandido os cultivos de
atemodia (Annona cherimola Mill x Annona squamosa L.), que sdo espécies
introduzidas no pais em meados da década de 1980 (SAO JOSE et al., 2014).
Os principais estados do nordeste brasileiro que se destacam pela producéo de
anonaceas sao: Bahia, Alagoas e Pernambuco (BRAGA SOBRINHO, 2014).

2.1.1 A Cultura da Pinheira

A pinheira (Figura 2) é uma planta originaria, possivelmente, das terras
baixas da América Central, mais precisamente da llha Trinidade Tobago nas
Antilhas. Foi introduzida no Brasil, no ano de 1626 pelo Conde de Miranda,
originando-se dai a denominacéo vulgar de fruta-do-conde (ARAUJO, 2007;
PEREIRA, 2011; BRAGA SOBRINHO, 2014). A fruta-do-conde (Annona
squamosa L.) é conhecida por diversas denominagdes: ata, pinha, rinon, sugar-
apple (MARTELLETO; IDE, 2008).

Figura 2- Pinheira (Annona squamosa L.).
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Fonte: Autor, 2019.

E uma planta de porte baixo, muito ramificada, as folhas tém forte
tonalidade verde-brilhante. Exibe os 6rgados sexuais masculino e feminino na
mesma flor, sendo, portanto, hermafrodita e caracteriza-se por apresentar

dicogamia protoginica, limitando assim a autofecundagédo (SANTOS, 2005). Os
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frutos apresentam coloracdo esverdeada, forma arredondada, formado por
muitos carpelos, onde se originam cada semente. Sua polpa é branca, doce, de
odor suave, rica em sais minerais e vitaminas (CORDEIRO et al., 2000).

A polinizacdo deve ser feita manualmente (técnica conhecida como
polinizacdo artificial), visando obter o maior niumero possivel de frutos bem
formados. No periodo de maturacdo, as anteras (6rgdo masculino) abrem-se
liberando os grdos de polen que serdo transferidos (polinizacdo) para o
estigma (6rgéo feminino), facilitando, assim, a fecundagdo (ARAUJO FILHO et
al., 1998). O plantio deve ser realizado preferencialmente no inicio da estacéo
chuvosa, mantida livre da concorréncia de ervas daninhas para evitar a
competicdo por agua e nutrientes (ARAUJO FILHO et al., 1998).

De acordo com Censo Agropecuario (2017) a regido Nordeste é a
principal produtora de pinha com mais de 97% de toda a area cultivada no
Brasil. A producao brasileira chegou a mais de 8,7 mil toneladas, e o valor de
producéo ultrapassou R$ 20 milhdes (IBGE, 2019).

O estado da Bahia destaca-se como o principal produtor, sendo
considerado o maior produtor nacional de pinha (com producdo durante todo o
ano) e graviola (IBGE, 2019).

N&o é somente a quantidade do alimento produzido que interessa; as
caracteristicas fisico-quimicas (qualidade) do produto colhido também séo
importantes. A qualidade biolégica dos alimentos esta em seus nutrientes e
dois aspectos importantes devem ser considerados pela agricultura: a
producdo de plantas saudaveis e a obtencdo de alimentos sem agentes
guimicos potencialmente danosos ao homem e ao ambiente.

A producédo desta planta vem passando por algumas limitacdes devido a
ocorréncia de plantas infestantes nas estrelinhas da area, em virtude da
competicdo por agua, luz e nutrientes, elementos estes essenciais para o
desenvolvimento da frutifera (DA SILVA et al., 2020).

O estudo conduzido por Da Silva e colaboradores (2020) em pomar de
pinha situado na localidade do municipio de Rio Largo-AL, mostraram a
ocorréncia de 17 espécies pertencente em sua maioria as familias Asteraceae,

Euphorbiaceae e Poaceae.
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Outros prejuizos também afetam esta frutifera, como diversas doencas e
um complexo de pragas sobre as anonaceas, influenciam diretamente em sua
comercializacdo e producéo (ARAUJO, 2007).

Entre as principais doencas e pragas da pinha estdo: a antracnose, a
podriddo-das-raizes, a pinha preta, a podriddo-da-seca, a broca do tronco
(Cratosomos sp.), a broca dos frutos (Cerconota anonella). Sendo esta ultima a
praga mais agravante, para combate dos agricultores, fator que vém
desestimulando o estabelecimento de plantios comerciais (MARTELLETO; IDE,
2008).

Os frutos pequenos de A. squamosa quando atacados pelas C. anonella,
secam ficando a parte atacada endurecida e enegrecida (SILVA et al., 2017).

De forma generalizada, as pragas constituem-se em um dos fatores
limitantes a exploracdo racional de muitos agroecossistemas, provocando
grandes perdas na producdo (MACEDO et al., 2007). Entre as pragas citadas,
o trabalho destaca a Ordem Lepidoptera, a qual constitui a ordem de maior
namero de insetos pragas de nossa agricultura. As mariposas representam a
grande maioria dos insetos desta ordem, com cerca de 127.000 (87%)
espécies descritas, distribuidas em 25 familias. Suas formas larvais sdo muito
prejudiciais, atacando todas as partes das plantas e causando enormes
prejuizos (SACKIS; MORAIS, 2008).

2.1.2 A Cultura da Gravioleira

A gravioleira (Annona muricata L.) € uma frutifera tropical, nativa da
América Central e norte da América do Sul é distribuida e -cultivada
comercialmente em climas tropicais e subtropicais em todo mundo. A
Venezuela, maior pais produtor desta fruta na América do Sul, possui areas
plantadas com gravioleiras, superior a mil hectares (JUNQUEIRA et al.,1996;
ANAYA; MONTALVO-GONZALEZ, 2020).

Pertencente a familia Annonaceae, vem sendo cultivada no Norte,
Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste do pais (JUNQUEIRA et al.,, 1996).
Vulgarmente, a gravioleira é conhecida como jaca-de-pobre, jaca-do-Para,
coragao-de-rainha, soursop, araticum manso, guanabana (MELO, 2006;
AROXA et al., 2020).



22

Planta (Figura 3) perene, ereta, com altura variando de 5 a 8 m
(dependendo de fatores como clima, solo e manejo da cultura), sua raiz ndo é
tdo vigorosa e profunda quanto a de outras fruteiras tropicais. Possui habito de
crescimento ereto e flores hermafrodita (MELO, 2006; CRISOSTOMO;
NAUMOV, 2009; MOGHADAMTOUSI et al., 2015). O fruto € uma baga
composta, seu formato varia em funcéo dos évulos que nao foram fecundados,
a casca que é verde-escuro quando os frutos estdo imaturos é verde-clara
quando no ponto de colheita. A polpa € branca e se assemelha a algodéao
umedecido, fibrosa, muito sucosa e subacida com sabor e odor acentuados. As
sementes tém cor geralmente preta, quando séo retiradas do fruto, ficando com
coloracdo marrom-escura a marrom-claro ou castanho apoés alguns dias fora
deste (SANTOS FILHO, 2007; AROXA et al., 2020).

Figura 3- Gravioleira (Annona muricata L.).

Fonte: Autor, 2019.

No Brasil, a graviola ocupa a segunda posicdo com relacdo a area
cultivada e producdo de anonaceas De acordo com o Censo Agropecudrio
(2017), a produgéo brasileira passou de 7,5 milhdes de frutos sendo que
aproximadamente 90% desse total foi produzido na regido Nordeste. O valor da
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producdo nacional no ano de 2017 ultrapassou R$ 24 milhdes com 2.760
hectares de &rea colhida (IBGE, 2019).

As gravioleiras devem ser mantidas constantemente livres de plantas
daninhas, especialmente as gramineas, que se constituem em fortes
concorrentes por agua e nutrientes, debilitando o crescimento das plantas
desde a fase de mudas até a producdo (SAO JOSE, 2003). Varios insetos,
acaros e doencas sao relacionados atacando as flores, folhas, ramos e frutos
desta anonacea (JUNQUEIRA et al.,, 1996; JUNQUEIRA et al., 2014). As
principais pragas que afetam as anonaceas sdo: Cerconota anonella (broca do
fruto), Bephratelloides pomorum (broca da semente), Cratossomos spp (broca
do tronco), Philonis sp (broca do ponteiro dos ramos) e cochonilhas (SAO
JOSE, 2003; HERNANDEZ et al., 2018). Além disso, as principais doencas
enfrentadas por esta cultura, de maior importancia nas areas produtoras do
Brasil, sdo causadas por fungos durante o florescimento e a frutificacdo. Entre
elas, temos: Tombamento ou canela-preta (Rhizoctonia solani), podridao-de
raizes (Phytophthora ssp., Cylindrocladium clavatum), Cancrose (Phomopsis
sp.),  podridado-parda-dos-frutos  (Rhizopus  stolonifer,  Botryodiplodia
theobromae), etc (JUNQUEIRA et al., 1996; JUNQUEIRA et al., 2014).

Um dos principais obstaculos a exploragdo econdémica destas frutiferas
a existéncia de um complexo de pragas que atacam estas culturas, causando
graves prejuizos a producédo (BRAGA SOBRINHO, 2010).

2.2 Cerconota anonella

Figura 4: Insetos adultos de Cerconota anonella.
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Fonte: Autor, 2019.
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Denominada bicho-da-graviola ou broca-do-fruto, Cerconota anonella
(Sepp, 1830) (Figura 4), é considerada uma das pragas de maior importancia
das anonéaceas, devido aos danos expressivos que causam aos frutos,
danificando a polpa, reduzindo o seu valor comercial (PIRES et al., 2016). Os
prejuizos podem variar de 60% a 100% da producédo (PEREIRA et al., 2019).
No Brasil, a ocorréncia da broca-do-fruto ja foi constatada nos estados de Sao
Paulo, Amazonas, Para, Pernambuco, Bahia, Ceara, Mato Grosso, Rio de
Janeiro, Alagoas e Distrito Federal (BRAGA SOBRINHO, 2010).

Sao insetos de habito noturno. Sua coloracdo ira mudar de acordo com o
seu estagio de desenvolvimento, que o lepidéptero se encontra em seu ciclo de
vida. Os ovos possuem coloracdo que varia de esverdeado a amarelado. A
larva pode chegar a tingir 2 cm de comprimento e apresentar coloracédo rosada.
A pupa apresenta coloragdo marrom. Quando adulto apresenta coloragao
branco-acinzentada, com reflexos prateados, medindo aproximadamente 2,5
cm de envergadura. As asas possuem fundo branco prateado, com trés listras
irregulares e curvas cinza. (OLIVEIRA et al., 2004; SILVA et al., 2017).

O ciclo de vida desta praga (Figura 5), quando criada em frutos ou em
condicdes de laboratdrio, tem duracdo aproximada de 36 dias.

Figura 5- Ciclo de vida da C. anonella.
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As fémeas, depois de acasaladas, depositam seus ovos sobre os frutos,
brotacBes e flores. Esses ovos possuem periodo embrionério de 3 a 6 diase
cada fémea pode ovipositar até 310 ovos durante seu ciclo de vida. Apds
eclodirem, passam para a fase larval, durando em média 12 a 13 dias, nesta
fase o inseto passa por cinco instares. Depois as larvas passam para o estagio
de pupa. A larva pode empupar no interior do fruto, em sua superficie, na
planta ou até mesmo no solo. O periodo pupal dura em torno de 7 a 10 dias,
apos o qual emerge a mariposa, completando assim seu ciclo de vida
(PEREIRA; BERTI-FILHO, 2009; BITTENCOURT; SOBRINHO; PEREIRA,
2007, SILVA et al., 2017). A faixa oOtima de desenvolvimento para varios
lepidopteros-praga esta entre 15°C (limiar minimo de temperatura) e 38°C
(limiar maximo de temperatura), sendo 25°C a temperatura ideal, na qual o

desenvolvimento € mais rapido (BRITO, 2010).

2.3 Métodos de controle

Para controlar a acdo de C.anonella, sobre as espécies de Annona, trés
métodos de controle podem ser empregados: controle cultural, controle quimico
e controle biologico.

No controle cultural, uma técnica utilizada é o ensacamento dos frutos
com diferentes involucros, pois é eficaz como préatica fitossanitaria, porém
demando gastos com mao de obra. Os frutos infectados da planta e do solo
devem ser eliminados, por enterro ou queima (BRITO, 2010).

Silva e Broglio (2019) desenvolveram um estudo utilizando como
invoculros, saco de plastico, de papel kraft e de TNT.

O controle quimico pode ser feito usando produtos organo-sintéticos
utilizados em outras culturas e para outras pragas. O controle visa combater a
lagarta na sua fase inicial, visto que o controle quimico ndo é eficaz quando a
larva da C. anonella jA& se encontra instalada no fruto. Podem ser usados
inseticidas a base de triclorfon ou fention, caracterizados como produtos com
boa acgéo de profundidade (MELO, 2006; OLIVEIRA et al., 2004). Sua principal
desvantagem refere-se ao seu alto custo e os efeitos prejudiciais ao homem e
ao meio ambiente. Faz-se necessario a utilizacdo de alternativas que
minimizem os efeitos adversos (SILVA; BATISTA, 2016).
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O controle biolégico assume grande importancia no combate a pragas
de culturas, sendo uma das medidas utilizadas para manter as pragas com
baixo nivel populacional sem o uso de agrotéxicos (HOLTZ, 2001). Foi
registrada a ocorréncia em Maceidé (Alagoas), em condicdes de campo, o
parasitismo de Apanteles sp., Rhysipolis sp. (Hymenoptera: Braconidae) e
Xiphosomella sp. (Hymenoptera: Ichneumonidae) sobre lagartas de C. anonella
(BRITO, 2010).

2.4 A Comunicacao quimica mediada por semioquimicos

Os insetos utilizam os odores para fazer a selecdo de plantas
hospedeiras, escolha dos locais para oviposicdo, corte e acasalamento.
Durante o comportamento de busca e selecdo de hospedeiros os insetos
utiizam sinais de diferente natureza, entre eles varios semioquimicos
produzidos pelas plantas hospedeiras (HORAS, 2009). Os semioquimicos sao
sinais quimicos envolvidos na comunicacao entre espécies. Estao divididos em
feromdnios e aleloquimicos sendo classificados de acordo com o tipo de
comportamento que provocam no organismo receptor (Figura 6) (ZARBIN;
RODRIGUES; LIMA, 2009).

Figura 6- Representacdo esquematica dos semioquimicos e suas principais

subclasses.
Semioquimicos
\J ¥
Feromdnio Alelogquimico
Preparador Desencadeador Cairomonio | | Aloménio | | Sinoménio

Fonte: Adaptado de PEREIRA (2007).

Os feromoénios envolvem individuos da mesma espécie e sédo de grande
importancia para espécies que dependem da comunicacdo quimica para o

comportamento reprodutivo. Os compostos volateis provenientes de plantas,
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por sua vez, atraem 0s inimigos naturais como o0s insetos herbivoros
(CORREA; SANT'ANA, 2001).

Os feromobnios dos insetos sdo um dos alvos de pesquisa em
semioquimicos devido ao potencial de aplicagcdo pratica na agricultura
(SUBHASH; SHASHANK, 2019). Os comportamentos mais comuns mediados
por feromdnio sdo a atragdo para acasalamento, a agregacao de individuos de
ambos 0s sexos, a demarcagdo de espaco ou formacgéo de trilhas (ZARBIN;
RODRIGUES; LIMA, 2009). Assim como em outras espécies de lepidépteros,
fémeas e machos de C. anonella utilizando o feroménio (sexual) para mediar
sua comuni¢do para o acasalamento. As fémeas sdo as responsaveis pela
liberacdo desses sinais, que sdo perceptives pelos machos através das
sensilas presentes em suas antenas desencadeando uma sequéncia de
comportamentos que inclui caminhar, toque da antena no abdémen, movimento

alternado do abddémen e elevagéo, giro do corpo e copula (Figura 7).

Figura 7- Esquema do comportamento reprodutivo de C. anonella.

Fonte: Adaptado de DA SILVA et al. (2006).

Os aleloquimicos dependendo da vantagem que conferem ao organismo
emissor e/ou receptor, podem atuar como aloménios, cairomoénios ou
sinomo6nios. Os aloménios sdo substancias que favorecem o emissor. As
operarias de algumas espécies de formigas, por exemplo, produzem um jato de

substéancias repelente a animais intrusos. Os cairomoénios sdo substancias que
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favorecem exclusivamente ao receptor, como é o0 caso do himenoptero
parasitbide de lagartas Cardiochiles nigriceps que responde aos
hidrocarbonetos produzidos pelas glandulas mandibulares da lagarta Heliothis
virescens. Os sinomodnios sdo substancias que favorecem tanto ao emissor
quanto ao receptor. Um exemplo tipico deste tipo de aleloquimico sdo as
substancias volateis emitidos pelo milho, Zea mays, quando atacado por
lagartas de Spodoptera exigua, que atraem as fémeas do parasitéide Cotesia
marginiventris, um inimigo natural destas lagartas (VILELA, 2001; PEREIRA,
2007, ZARBIN; RODRIGUES; LIMA, 2009).

Os cairomonios tém sido investigados como alternativa para o manejo
comportamental de pragas, pois estas substancias quimicas além de indicar a
presenca do alimento, induzem, entre outras acdes, a alimentacdo e a
oviposicdo (STRAPASSON, 2012).

A gqualidade de recepc¢do destes sinais dependera da quantidade e da
volatilidade das substancias liberadas a partir da fonte, da velocidade do vento
e da interferéncia da vegetacdo entre outras barreiras fisicas (MARCHADO et
al., 2009).

2.5 Interagao planta-hospedeiro e Biossensores naturais

Atualmente, a comunidade quimica entre os insetos esta sendo cada vez
mais explorada para o manejo integrado de pragas. Nessa comunicacao
quimica, os compostos organicos volateis (COV’'S) emitidos pelas plantas
desempenham um papel fundamental (SUBHASH; SHASHANK, 2019).

As plantas emitem compostos organicos Volateis (COV’s) que podem
revelar o status fisiolégico ou uma situacao de estresse ao qual a planta esta
sujeita (RIFFEL et al., 2010).

As substancias volateis emitidas por plantas podem influenciar em quase
todos os aspectos da vida dos insetos, tais como: alimentagéo, comportamento
sexual, agregacédo, oviposicdo (HORAS, 2009). Deste modo, 0s insetos s&o
capazes de diferenciar hospedeiros inadequados ao detectar misturas de

volateis normalmente ndo encontradas nos seus hospedeiros.
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Estes compostos sdo percebidos por neurbnios quimio receptores
especializados presentes nas antenas, chamadas sensilas, envolvidas na
deteccdo de estimulos quimicos, mecanicos e térmicos (YUVARAJ, 2018).

O sistema receptor olfativo nos insetos permite perceber alguns destes
volateis das plantas que, eles compilam um odor que atua como uma
mensagem quimica. Uma vez que existe uma diversidade de odores no
ambiente, este mecanismo € altamente especifico a substancias bioativas
(HORAS, 2009; FERREIA et al., 2001).

2.6 Microscopia eletronica de varredura

O microscépio eletrénico de varredura (MEV) é uma ferramenta de
grande importancia aos estudos entomoldgicos para caracterizacdo da
morfologia dos insetos. Possui alta resolucdo e grande profundidade de foco, o
gue permite o levantamento e ilustragcdo de um grande numero de caracteres
(DE AZEVEDO FILHO, 2008).

O MEV utiliza elétrons que sdo emitidos na superficie da amostra. Seu
canhd&o eletrénico gera um fino feixe de elétrons que atua como uma sonda, a
qual passa rapidamente sobre a amostra, num rastreamento que pode ser
controlado em fracdo de segundo a varios segundos. As variacdes topograficas
da superficie da amostra afetam o padrdo da emissdo, resultando em uma
imagem tridimensional. Sua grande vantagem € a elevada profundidade de
campo, da ordem de 10 um para aumentos de cerca de 10.000 vezes,
chegando a 1 cm para aumentos de 20 vezes (DE CASTRO, 2002).

Para assegurar uma Otima preservacao da ultraestrutura a ser obtida, é
recomendado para a maioria dos tecidos animais e vegetais a utilizagcdo do
glutaraldeido como fixador para a microscopia eletrbnica, devido as suas
propriedades de penetracéo e precipitacdo das substancias proteicas da célula
(DE CASTRO, 2002).

2.7 Anélise molecular

A determinacdo das espécies de lepidopteros baseia-se na analise dos
caracteres morfolégicos. Entretanto, a analise molecular pode ser utilizada na

identificacdo do perfil genético dos insetos, caracterizagdo e sua identificacao.
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Em 2003, Paul Herbert e colaboradores utilizaram na identificacdo de
espécies animais, o codigo de barras genético (Barcode), para a autenticacédo
das identificacdes. No DNA as sequéncias do gene funcionam como um codigo
gendmico com quatro nucleotideos (adenina, timina, citosina e guanina).

O sistema de identificacdo, possibilita a identificacio de amostras
desconhecidas através de sequéncias de DNA de uma regido padréao (ex: CO1
em animais) que sdo analisadas com base no banco de dados do NCBI
(RATNASINGHAM; HEBERT, 2007). O NCBI é uma plataforma virtual que tem
como objetivo a aquisicdo, armazenamento, analise e publicacdo de registros
de DNA que permite associar outros tipos de dados as amostras, como dados
taxondémicos, ponto e data de coleta, entre outras informacdes e sempre que
possivel realiza a identificagdo em nivel especifico.

Em um estudo utilizando dados morfolégicos, ecolégicos e de DNA
Herbert et al., (2004) demonstraram, a eficiéncia da regido CO1 em discriminar
10 espécies cripticas de Astraptes fulgerator (Lepidoptera: Hesperiidae),
anteriormente reconhecida como uma Unica espécie.

A técnica de extracao e identificacdo do DNA esta baseada num sistema
de identificacdo de diferentes taxas, que codifica parte de uma enzima terminal
da cadeia respiratéria da mitocondria, permitindo a distincdo de diferentes
espécies com alta sensibilidade, especificidade e confiabilidade nos resultados
(DE BRITO et al., 2015; GALIMBERTI et al., 2013). Sua vantagem esta no
grande numero de exemplares que podem ser estudados, pois possui
caracteristicas como heranca materna, baixo polimorfismo ancestral,
universalmente presente entre os animais, alto nimero de copias por células,
além de apresentar taxa de mutacdo diferenciada entre as espécies
(AZEREDO, 2005).

Técnicas baseadas na identificacdo do DNA sé&o difundidas e ganham
destaque devido a necessidade de pequenas quantidades amostrais. Estudos
de filogenia molecular s&o importantes na elucidagéo do processo evolutivo em
todos os niveis de classificagdo dos organismos.

O alinhamento das sequéncias de DNA é utilizado para identificar as
posicbes dos nucleotideos que ocupam a mesma posicdo, pois eles
supostamente tém um ancestral comum, porém ndo Sao necessariamente
iguais (SILVA, 2008).
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2.8 Extracéao e identificacdo de compostos volateis

2.8.1 Técnica de extracao-Aeracao

Um método popularmente usado para a coleta de volateis é o
headspace, que pode ser classificado como dindmico ou estatico, o que
diferencial as duas técnicas € a passagem de ar dentro sistema (JOBICHEN;
SELVANARAYANAN, 2019).

O Headspace dinamico é um método de aeracéo para coleta de volateis
de amostras complexas. Ele envolve um fluxo de ar que purga as substancias
volateis, emitidas pela amostra, a uma matriz adsorvente. Antes de fluir através
da amostra, o ar de purga passa por um filtro de carvdo ativo para retirar
impurezas. Deve ser sempre montado usando materiais que nao liberem
volateis, pois podem causar a contaminacdo da amostra. Obtida a amostra,
deve ser feita sua dessorcdo, processo que consiste na extracdo das
substancias coletadas pela passagem de um solvente na superficie do
adsorvente (FERREIRA et al., 2001; JOBICHEN; SELVANARAYANAN, 2019).

2.8.2 As Técnicas de identificacdo de compostos volateis

Cromatografia € um método fisico-quimico de separacdo. Nela, os
componentes de uma amostra vaporizada sdo separados entre uma fase mével
gasosa (denominada gas de arraste) e uma fase estacionaria liquida ou sélida
contida dentro da coluna. Ao realizar-se uma separacao por cromatografia
gasosa (CG), a amostra é vaporizada e injetada na cabeca da coluna
cromatografica. A eluicdo é feita por um fluxo de fase mével gasosa inerte
(Figura 8). Em contraste, com muitos outros tipos de cromatografia, a fase
movel ndo interage com as moléculas do analito; sua Unica funcdo é

transportar o analito através da coluna (SKOOG, 2006).
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Figura 8- Diagrama de blocos de um tipico cromatografo a gas.
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Para o isolamento e identificacdo de semioquimicos normalmente é
empregado a técnica da cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (CG-EM). O acoplamento de um cromatografo com o espectrometro de
massas combina as vantagens da cromatografia (alta seletividade e eficiéncia
de separacdo) com as vantagens da espectrometria de massas (obtencao de
informacdo estrutural, massa molar e aumento adicional da seletividade)
(CHIARADIA et al., 2006).

No espectrometro de massas (Figura 9), a amostra entra na fonte de
ionizacdo através de um sistema de entrada. As moléculas da amostra sao
convertidas a ions e frequentemente fragmentadas na fonte de ionizacao.
Entdo, os ions passam para o analisador no qual sdo separados de acordo
com a sua razdo massa/carga. A seguir, 0os ions separados atingem um

detector de ions no qual produzem um sinal elétrico que € registrado e

representado na forma de grafico pelo sistema de dados (SKOOG,2006).
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Figura 9- Diagrama de blocos de um espectrometro de massas.
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A técnica da cromatografia gasosa acoplada ao detector
eletroantenografico (CG-EAG) foi primeiramente relatada por Moorhouse et al.
(1969). O EAG (tendo caracteristicas como alta sensibilidade e especificidade)
quando acoplado ao cromatégrafo gasoso (que possui alta resolucdo na
separacdo de misturas), permite a analise de misturas complexas obtidas de
insetos e plantas (MORAES et al., 2008).

No CG-EAG (Figura 10) ha uma divisdo do fluxo de gas que faz a
eluicdo dos compostos direcionando-se ao DIC (Detector de lonizacdo de
Chamas) onde o cromatograma é registrado e a outra parte vai para o EAG,
onde a resposta da antena é amplificada e registrada em um gréfico

denominado eletroantenograma,

Figura 10- Esquema de um CG-EAG.
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A eletroantenografia (EAG) € uma técnica de bioensaio que estabelecer
o potencial dos volateis da planta na estimulacéo olfativa de um inseto, serve
para registra a mudanca no potencial de olfato entre a ponta de uma antena e
sua base em resposta a estimulacdo por um odor de planta (MADHU;
DODDABASAPPA, 2019). A antena do inseto é fixada entre dois eletrodos e
quando a recebe um estimulo quimico ao qual tenha sensibilidade ha uma

variacdo no potencial elétrico que € registrado e aparece no computador na
forma de um aletroantenograma (MORAES et al., 2008).

2.9 Bioensaios comportamentais e eletrofisioldgico

Para obter uma resposta comportamental de um determinado organismo
frente a uma fonte de estimulo quimico, € necessario observar as interacées
existentes entre esses fatores (SILVA, 2004).

Com a utilizagcdo dos bioensaios comportamentais € possivel medir a
resposta motora do inseto tanto do ponto de vista quantitativo como qualitativo.
A resposta é qualificada a partir das atividades comportamentais relacionadas
a essa percepcdo e quantificada pelo nimero de insetos que respondem a
determinado estimulo (STEIN; SANT'ANA, 2001).

Analisando a resposta exibida por determinado inseto, observa-se
normalmente a antenacdo, elevacdo do pronoto, vibracdo das asas e
caminhada do inseto em direcdo a fonte. O inseto pode exibir um
comportamento de busca, dependendo da bioatividade do estimulo (STEIN;
SANT'ANA, 2001).

Duas técnicas frequentemente utilizadas em bioensaios laboratoriais sdo
a olfatometria e tunel-de-vento. O mecanismo de funcionamento para ambas as
técnicas é muito semelhante, é fundamental que haja um organismo teste, uma
fonte de estimulo, uma arena para liberacao deste organismo e um fluxo de ar
com velocidade controlada (FERREIRA et al., 2001).

O uso do tunel-de-vento é mais apropriado para insetos que se
locomovem principalmente voando como lepidépteros e dipteros, uma vez que
0 seu espaco fisico € grande. As fontes odoriferas sao testadas isoladamente,
nao dando opcao de escolha para o organismo teste. Ja o olfatbmetro € mais

apropriado para insetos que se locomovem no chdo como coledpteros e
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heterdpteros, podendo ser usado também para insetos voadores pequenos. A
arena pode ser bifurcada ou multipla, dando assim opcao de escolha para o
organismo teste (FERREIRA et al., 2001).

Os testes de tunel de vento tém sido amplamente utilizados na pesquisa
de ferombnios de insetos para estudar os volateis de plantas, como
cairomonios e sinomonios (SUBHASH; SHASHANK, 2019).
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3. OBJETIVOS

Geral

O presente estudo objetiva fazer um estudo sobre as patentes de
semioquimicos de Annona utilizadas no controle de pragas, fazer o estudo da
biologia molecular, identificar as sensilas presentes nas antenas deste inseto,
extrair e identificar os compostos volateis de plantas de A. muricata e A.
squamosa em diferentes estagios de maturagdo de plantas (vegetativo, florado

e frutificado) e verificar a acao do sinergismo para a broca C. anonella.

Especificos

I) Estabelecer e manter populagdo de C. anonella oriundas de frutos infestados,
coletados em Alagoas e obter plantas de A. squamosa e A. muricata para
extrair os constituintes volateis nos estagios vegetativo, florado e frutificado,
pelo emprego das técnicas de aeracgdo e extragcdo por solvente;

ii) Estudar a estrutura morfolégica e superficial das antenas do inseto utilizando
a técnica de Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) e fazer e extracdo do
DNA do inseto;

i) Efetuar bioensaios comportamentais, a fim de qualificar e quantificar a
resposta motora de C. anonella frente aos extratos das plantas hospedeiras,
obtidos no processo de aeracao;

iv) Identificar os COV’'S presentes nos extratos de A. squamosa e A. muricata,
em diferentes estagios de desenvolvimento, por Cromatografia Gasosa
acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM);

v) ldentificar os COV’S bioativos presentes nos extratos de A. squamosa e A.
muricata, em diferentes estagios de desenvolvimento, por Cromatografia
Gasosa acoplada a Eletroantenografia (CG-EAD);

vi) Desenvolver formulacdes contendo os compostos individuais que eliciaram
resposta nas antenas de fémeas e suas respectivas misturas, em diferentes
combinacfes, para emprego em ensaios comportamentais que serdo
conduzidos em laboratorio.

vii) Verificar a existéncia de sinergismo entre o feromoénio sexual liberado por
fémeas virgens de C. anonella e os compostos volateis liberados pela planta

hospedeira.
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4. Capitulo | = O USO DE SEMIOQUIMICOS DE ESPECIES DE Annona
COMO ATRAENTE NO MANEJO INTEGRADO DE PRAGAS: UM ESTUDO
PROSPECTIVO
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O USO DE SEMIOQUIMICOS DE ESPECIES DE Annona COMO ATRAENTE
NO MANEJO INTEGRADO DE PRAGAS: UM ESTUDO PROSPECTIVO

RESUMO

Considerando a importancia de frutos de Annona em nivel de agroproducéo
nacional e internacional, o presente estudo teve como objetivo realizar uma
prospeccao tecnoldgica acerca da utilizacdo de métodos de controle de pragas
desta cultura, especificamente a Cerconota anonella, investigando o uso de
semioquimicos de espécies do género Annona. A busca de anterioridade foi
conduzida através da consulta de patentes e artigos de periddicos cientificos
nas bases PATENTINSPIRATION, WIPO, INTI, Science Direct e Scopus,
respectivamente. Foram recuperadas 201 patentes na  base
PATENTINSPIRATION quando utilizado o termo “Annona”. Dessas, foram
depositadas 32 (15,92%) na China, 21 (10,44%) nas Filipinas, 19 (9,45%) na
india e 5 (2,48%) no Brasil, que ocupa o nono lugar no ranking com apenas 5
depdsitos de patentes. Nenhuma das patentes se refere a cairoménios de
espécies do género Annona para C. anonella, indicando a originalidade do

tema proposto em se tratando de patentes depositadas no Brasil.

Palavras-chave: Cairomonio; Pesquisa; Controle.
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4.1 INTRODUCAO

A pinheira (Annona squamosa) e a gravioleira (Annona muricata) tém
destaque na fruticultura em varias partes do mundo e grande aceitacdo
comercial. No Brasil, as areas comercialmente cultivadas estdo concentradas
nos Estados do Nordeste, destacando-se Alagoas e Bahia como principais
produtores (BRAGA SOBRINHO, 2014; OLIVEIRA, 2017). Sua producdo se
constitui como um importante fator de impacto econémico, crescente demanda
e interesse pela polpa, por parte do consumidor e das industrias que utilizam o
fruto como matéria-prima para producao de sucos, doces, produtos medicinais,
cosméticos e outros (ARAUJO, LEONEL; NETO, 2008; DE MORAES et al.,
2018).

Um dos principais obstaculos a exploracdo econémica destas frutiferas é
a existéncia de um complexo de pragas que atacam estas culturas, causando
graves prejuizos que comprometem a sua producdo (BRAGA SOBRINHO,
2014). Dentre elas, uma das principais € o lepidéptero Cerconota anonella,
(Sepp.,1830) (Lepidoptera: Depressariidae), popularmente conhecido como
broca do fruto, a qual possui habito noturno e é classificada como sendo uma
praga primaria por limitar diretamente o cultivo de plantas de A. Squamosa
(pinha, fruto-do conde) Os danos expressivos causados por C. anonella sé&o
expressados nos frutos, cuja polpa € danificada, ocorrendo uma reducdo de
seu valor comercial e a producdo desta cultura (MICHELETTI et al., 2001;
MARTELLETO; IDE, 2008 ). Segundo Oliveira et al., (2001) o potencial de dano
sobre as plantas de A. Muricata (graviola), na auséncia de frutos, concentra-se
nas flores e botdes florais deixando-0s secos e com manchas escuras de forma
irregular; impedindo assim a reproducdo dos frutos, e consequentemente
contribuindo para a diminuicao de frutos disponiveis para o comércio.

Os compostos organicos volateis (COVs) que plantas emitem, tais como
aquelas pertencentes ao género Annona, alvo do presente estudo, podem
revelar o status fisiold6gico ou uma situacéo de estresse ao qual a mesma esta
sujeita e podem influenciar em quase todos os aspectos da vida de insetos que
sequestram ou adquirem compostos de plantas hospedeiras e 0s usam como
precursores de seu feroménio sexual (RIFFEL et al.,, 2010; HORAS, 2009;
BACHMANN, 2015). O perfil dos COVs liberados pode mudar de acordo com a
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variedade e estagio fenoldgico da planta, podendo ser: vegetativo, florado ou
frutificado (HARE, 2011; ZHU; PARK, 2005).

Por outro lado, em insetos, a escolha do parceiro sexual € imprescindivel
para a copula, através da percepcdo do macho aos COVs liberados pela
fémea, que desencadeiam uma série de comportamentos, expressada em uma
sequéncia padréo. A escolha do hospedeiro por parte da fémea acasalada, no
momento da postura, € fundamental para a sobrevivéncia e sucesso da sua
prole (NAVA, 2005; LOPES et al, 2009). Assim, o entendimento dos
mecanismos que atuam nas interacfes entre fémeas e planta hospedeira € de
grande importancia para a preservacao do cultivar.

Por este motivo, as interacfes bitréficas (inseto-planta e inseto-inseto)
vém sendo pesquisadas, sendo os COVs cairomonais investigados como
alternativa para o manejo comportamental de pragas, pois estas substancias
quimicas utilizadas na comunicagéo entre espécies diferentes, além de indicar
a presenca do alimento, induzem, entre outras agdes, a alimentacdo e a
oviposicdo (STRAPASSON, 2012; BLADE, 2017). Na interacao inseto-inseto,
os feroménios sexuais desempenham papel fundamental no comportamento de
atracdo e acasalamento de insetos; muitas espécies de besouros se alimentam
e acasalam em plantas hospedeiras como resultado da atratividade pelo
feromonio sexual (ZHANG et al., 2012)

Algumas medidas de controle, envolvendo tratamentos fisicos e
quimicos, tém sido empregadas na tentativa de minimizar os danos causados
por esta praga nos plantios. Com o propdsito de substituir o uso de agrotoxicos,
novas estratégias ecologicamente corretas e viaveis para a preservacao das
plantas comecam a ser desenvolvidas e aplicadas (SOBHY et al., 2014). A
utiizacdo de semioquimicos como o0s cairombnios em estudos
comportamentais € uma estratégia promissora que vem sendo investigada no
controle de pragas e, o desenvolvimento de tecnologias inovadoras devem ser
estimuladas e portanto, corroboraram no principal objetivo deste estudo:
estimar o potencial da geracdo de um bioproduto baseado em COVs emitidos

por plantas de Anonna na atracao e controle da praga C. Anonella.
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4.2 METODOLOGIA

A busca de anterioridade patentaria foi realizada através da consulta as
bases de dados de patentes Patentinspiration, WIPO (World Intellectual
Property Organization), INPI (Instituto Nacional de Propriedade Intelectual), no
periodo de janeiro 2020 a marco de 2020 para delineamento do atual cenario
tecnologico acerca do uso dos COVs cairomonais de espécies do género
Annona para controle de pragas, utilizando o string de busca apresentado na
Tabela 1.

Tabela 1- Palavras chaves utilizadas na busca de patentes e artigos.

Annona Biocides
Annona and muricata Cerconota
Annona and squamosa Pheromone
Annona and lepidoptera kairomones
Annona and Cerconota Lepidoptera
Annona and semiochemicals Control and pest
Annona and compounds Control and pest and pheromone
Annona and pesticide Control and pest or pheromone and
kairomones
Annona and chromatography Control and pest and pheromone and
kairomones
Annona and volatiles Control and pest and pheromone and
kairomones and lepidoptero

Durante o mesmo periodo foi realizada a reviséo bibliografica através de
buscas de artigos cientificos relacionados ao tema, utilizando as bases
internacionais Science Direct e Scopus, para compara¢do com os resultados
da revisdo patentaria. Os campos utilizados para a busca de artigos foram:
“itulo” e “resumo” e os Strings de busca consideraram o0s operadores
booleanos “and” e “or” para indicar aos sistemas de busca como a combinagao
de descritores deveria ser realizada. Foram utilizados como critérios de
inclusdo os idiomas portugués e inglés, o periodo de busca foi abrangido de
1999 a 20109.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSOES
Os resultados obtidos para as buscas de anterioridade de patentes e
artigos cientificos utilizando os strings da Tabela 1, sdo apresentados na

Tabela 2 Como resultados, foram encontrados 201 patentes relacionadas a
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palavra-chave Annona em carater mundial desde 1999 a 2019, tendo em vista

que foi escolhido documentos depositados em até 20 anos.

Tabela 2- Resultados das buscas nas bases Patentinspiration, INPI,

WIPO, Scorpus e Scienci Direct.

String de busca Patentinspiration | INPI | WIPO | Scopus | Science
Direct
Annona 201 5 193 2795 1856
Annona and muricata 52 4 71 1151 504
Annona and squamosa 96 1 135 1271 598
Annona and lepidoptera 1 0 1 125 58
Annona and Cerconota 0 0 0 18 0
Annona and 0 0 0 4 4
semiochemicals
Annona and compounds 24 0 8 1212 1188
Annona and pesticide 2 0 3 228 208
Annona and 6 0 11 485 439
chromatography
Annona and volatiles 0 0 0 167 250
Biocides 14 22 4889 13 11750
Cerconota 1 1 1 18 0
Pheromone 3669 51 2524 | 23489 | 15580
kairomones 39 1 40 844 682
Lepidoptera 1519 25 1677 | 38153 | 10612
Control and Pest 32730 89 16894 | 58876 | 54230
Control and pest and 4 0 16894 104 0
kairomones or Cerconota
Control and pest or 11 0 1 160 189
pheromone and
kairomones
Control and pest and 3 0 0 60 189
pheromone and
kairomones
Control and pest and and 0 0 0 20 0

kairomones and
lepidoptera

Fonte: Autor, 2020.

Ao analisar os dados fornecidos pelas patentes disponibilizadas

percebe-se que o depdsito de patentes relacionadas as espécies de Annona

comecou a ter um aumento a partir do ano de 2014. O apice das publicacdes

foi em 2017 com 38 depdsitos, como pode ser verificado na Figura 1. Esses

dados permitem constatar que as pesquisas sobre espécies de Annona ainda é
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algo que esta em fase de desenvolvimento, se comparado com os depdsitos de
patentes referentes a outros assuntos ainda existem poucas patentes sobre o

tema proposto na pesquisa.

Figura 1- Evolucdo do numero de depodsitos de patentes relacionadas as

espécies de Annona no mundo.
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Fonte: Autor, 2020.

Com relacao a distribuicdo geografica das patentes depositadas verifica-
se gue o continente asiatico € 0 que possui 0s maiores nameros de patentes
depositadas sobre tecnologia de utilizacdo de espécies de Annona, seguido
pelo continente americano. Nos continentes Africa, Oceania e Antartida ainda
nao foram registradas patentes nessa area de pesquisa.

A Figura 2 relaciona os principais paises depositantes de patentes
relacionadas ao termo Annona. Das 201 patentes recuperadas no geral,
destaca-se na lideranca do ranking a China com 32 depdésitos (15,92%), as
Filipinas com 21 depositos (10,44%) e a india com 19 dep06sitos (9,45%).

O Brasil ocupa o nono lugar no ranking com depdsitos de cinco patentes,
a saber: BR102017003197A2 Método de producdo de microestrtruturas e
nanocapsulas de ciclodextrina contendo 6leo da Annona Vepretorum Mart,
BR10201602977A2 processo de extracdo de Oleo de semente de graviola
(Annona muricata |.) e produto obtido;, BR102012026697A2 Fitoterapico
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formulado a partir de um extrato acetonico padronizado obtido das folhas da
Annona muricata; BR102018008313A2 Formulacdo inseticida/acaricida
microemcapsulada por spray dryer de annona squamosa e annona muricata e
a BR102014010066A2 Composicao com atividade feromonal e uso no controle
da broca de frutos anonaceas que se refere a formulacdes com atividade de
feromonio sexual, eficazes no controle da broca de frutos (Cerconota anonella)
de anon&ceas (pinha, graviola e atemaia).

Mediante a analise dos dados obtidos nas bases de patentes, foi
possivel observar que o depodsito de patentes ndo se restringe somente a
empresas, algumas universidades também depositaram patentes como o caso
do Parana, da Bahia, do México, entre outras; iSSO ocorre porque as
universidades investem em pesquisa € essas pesquisas geram O

descobrimento e/ou aperfeicoamento das tecnologias.

Figura 2- Principais depositantes.
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Fonte: Autor, 2020.

A Figura 3 mostra a relacdo do numero de patentes depositadas para
cada Classificagdo Internacional de Patentes (IPC), que € um sistema de
classificagcdo das patentes por simbolo de acordo com as diferentes areas
tecnolégicas a que pertencem. A partir da analise desta figura, pode-se
observar que o maior numero de patentes de espécies de Annona se

enquadraram em quatro das diversas grandes classificacdes de patentes A61



49

(Ciéncias médicas e veterinarias), A23 (género alimenticio), CO7 (Quimica) e
A0l (Agricultura). Esse perfil de classificacdo para as patentes recuperadas
indica o potencial do uso de Annona nas areas de aplicacdo tecnoldgica. As
classificagcbes observadas por subgrupo foram: A61K 36 com 62 depdsitos,
A23L 33 com 26 depodsitos, CO7D 307 com 13 depédsitos, AOIN65 com 13
depoésitos. Percebe-se que a maioria das patentes estdo classificadas na
Secao A que diz respeito a necessidades humanas.

Figura 3- Quantidade de publicacdes de acordo com a classificacédo IPC.
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A Figura 4 apresenta a distribuicdo das patentes por conceitos e pode-
se perceber os diversos ramos de desenvolvimento das patentes sobre
espécies de Annona. As patentes incluem processos de melhorias em
medicamentos, alimentos, cosméticos e plantas. E um universo muito amplo ja
gue as espécies de Annona podem ser utilizadas na industria farmacéutica,

energeética, alimenticia, entre outras.

Figura 4- Distribuicdo dos resultados da pesquisa por conceitos.

Acetogeninas . Animais . Annona . Bebida . Cancer . Etanol. Flor . Folha . Comida .
Formulagéo . Fragéo . Frutas . Inflamacdo . Ingredientes . Sabor . Suco . Lactona . Pele.
Medicina . Leite . Muricata . Nutri¢do. Oleo . Squamosa . Acticar . Cha . Tumor.
Substéancias. Vinho.

Fonte: Autor, 2020.
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Como apresentado na tabela 2, as buscas de artigos nas bases Scopus
e Science Direct resultaram na recuperacdo de 2795 e 1856 documentos,
respectivamente, quando utilizado o termo “Annona”. Analisando a quantidade
de artigos publicados por ano em cada uma das bases no periodo de 1999 a
2019, é possivel observar o crescimento das publicacdes de artigos cientificos
com o passar dos anos. O ano com o maior numero de publicacdes foi 0 ano

de 2019, como pode ser visto na Figura 5.

Figura 5- Perfil de publicacfes de artigos cientificos por ano nas bases Scopus

e Science Direct.
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Ano de publicacio
Fonte: Autor, 2020.

Dos 2795 artigos recuperados na base Scopus com a utilizagdo do temo
Annona, 731 sdo de origem brasileira. Esse resultado faz do Brasil o pais que
mais publicou utilizando o termo Annona em todo mundo, seguido pela india
com 643, Estados Unidos com 264 México com 187 e China com 154, como

mostra a Figura 6.

Figura 6- Ranking de paises e publicacdo de artigos cientificos na base

Scopus.
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ApOGs serem analisados os titulos e resumos dos artigos constatou-se
gue existem poucos estudos visando 0 uso de semioquimicos de espécies de
Annona como atraente no manejo integrado de pragas.

Essa liderangca em publicacbes de artigos nao corrobora com a
quantidade de depdsitos de patentes, onde o pais fica em nono lugar como

observado na tabela Figura 2.

4.4 CONCLUSAO

A presente revisdo patentéria e bibliografica indicou o crescente nimero
de depdsitos de patentes e publicacdo de artigos cientificos, ambos envolvendo
espécies de Annona. Esse fato culmina na prospeccédo tecnoldgica sinalizada
pelo interesse mundial tanto no desenvolvimento de produtos a base de
espécies de Annona como no desenvolvimento de pesquisas cientificas sobre
o tema. O mercado das anonaceceas nao converge apenas para a producdo
de bioinseticidas, o mercado farmacéutico e alimenticio também €& bem
difundido.

O Brasil foi um dos paises com pouco destaque no numero de patentes
publicadas sobre espécies de Annonas, mas com alto indice de artigos
publicados envolvendo o0 tema. Isso mostra 0 interesse do pais em
proporcionar pesquisa e consequente surgimento de novas tecnologias que

possam complementar ou otimizar as que ja existem e a analise de patentes
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pode identificar as possibilidades de mercado e as suas ramificacbes mais

promissoras.
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BIOLOGIA MOLECULAR E ANALISE DAS SENSILAS ANTENAIS DE

Cerconota anonella (Lepidoptera: Depressariidae)

Resumo

A ordem Lepidoptera é constituida por diversas espécies de importancia
econbmica, inserida nela encontra-se a mariposa Cerconota anonella que se
destaca como sendo uma das principais pragas que atacam as anonaceas, nao
ha registro na literatura de estudos com base em dados moleculares e a nivel
de ultraestruturas para esta espécie no Brasil. Este trabalho objetivou, por meio
da biologia molecular, construir arvores filogenéticas a fim de identificar a
espécie e fazer a correlacdo com outras e através da microscopia eletronica de
varredura identificar as estruturas e distribuicdo das sensilas antenais de
fémeas de C. anonella. Os resultados mostraram que o DNA mitocondrial
extraido do inseto proporcionou uma boa resolucdo filogenética, quando
comparado com os dados do NCBI. Um total de nove tipos de sensilas foram
identificadas nas antenas: caética, tricoide, coelocbnica, auriciilicas,
campaniforme, basiconica, estilocbnica, esquamiforme e furcata. Além disso,
as possiveis funcbes da sensila antenal foram discutidas. Estes resultados
contribuem para a compreensao das fungdes das antenas no comportamento
da C. anonella, na elucidacédo da identificacdo da espécie e estabeleceu uma
base para futuros estudos funcionais dessas sensilas para esta praga de

importancia econémica.

Palavras-chave: Receptores; Molecular; Tricoide.
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5.1 INTRODUCAO

A ordem Lepidoptera é representada pelas borboletas e mariposas que
possuem habito de voo, respectivamente, diurno e a outra noturno, formando a
segunda maior ordem de insetos (MARTINEZ; ROCHA-LIMA, 2020; VIEIRA,
2020).

Esta ordem formada por mais de 150.000 espécies de borboletas e
mariposas. S8o organismos que possuem metamorfose completa durante seu
desenvolvimento (holometabolos), cujas asas, corpo e apéndices sdo cobertos
por escamas pigmentadas ou cerdas em forma de pelo (FREITAS; MARINI-
FILHO, 2011).

A evolugéo desta ordem apresenta recentemente estudos com relacéo a
base em dados de DNA, facilitando os estudos de genémica comparativa e
pesquisa basica que leva a novas abordagens baseadas em genoma para
biologia, ajudando na agricultura ao nivel de controle de espécies de pragas.

Os primeiros genomas de Lepidoptera totalmente sequenciados
relatados na literatura foram da mariposa da seda Bombyx mori, servindo como
modelo para estudos de protedmica e genémica. (HECKEL, 2003).

Uma ferramenta de apoio molecular é a técnica de DNA barcoding
(cédigo de barra de DNA), que se baseia na sequéncia do gene da subunidade
| da Citocromo C oxidase (COI) localizado no DNA mitocondrial, sendo um
sistema “bioidentificador”, parecido com os coédigos de barras universais
(CARVALHO et al., 2008). Este segmento apresenta um Otimo potencial
informativo para a identificacdo de espécies de diferentes grupos de animais ou
insetos.

Como a maioria das mariposas € noturna ou crepuscular, elas
desenvolveram uma alta dependéncia do estimulo olfativo, sendo
indiscutivelmente a modalidade sensorial mais importante na busca por
parceiros, selecdo por sitios de oviposicdo e forrageamento (SPATHE et al.,
2013).

Os insetos, ao longo do tempo desenvolveram uma alta sensibilidade e
seletividade para deteccdo de odores. Seu sistema olfativo permite identificar
os volateis emitidos pelas plantas para localizar plantas adequadas como
hospedeiros e evitar hospedeiros inadequados (BRUCE; PICKETT, 2011).
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Nossa compreensado da evolucdo funcional desses receptores € ainda limitada
(HOU et al., 2020).

A antena é o principal 6rgédo sensorial dos insetos abrigando diferentes
tipos de sensilas utilizadas para detectar sinais quimicos, movimento, umidade
e temperatura (HANSSON; STENSMYR, 2011; SCHNEIDER, 1964).

Existem dois tipos principais de antenas: as segmentadas (possui
segmentos com aproximadamente a mesma forma e musculos em todos os
segmentos, exceto o distal) e as flageladas (possui dois segmentos basais, 0
escapo e o pedicelo, e um flagelo geralmente composto de muitos segmentos)
sdo estruturas especializadas para a deteccdo de moléculas de odor
(SCHNEIDER, 1964).

As antenas podem variar em comprimento, morfologia, nimero de
segmentacdo, o tamanho do segmento individual em diferentes insetos ou
diferentes sexos da mesma espécie, a incidéncia, densidade, tipos e
distribuicdo de sensilas e outros aspectos que estao relacionados a sua funcéo
também podem diferir muito entre as diferentes espécies (HAO; SUN; LIU,
2020).

Em 1964, Schneider classificou as sensilas nos insetos. O
reconhecimento de informac¢des ambientais como, odores, sabores, tato, se
concentram nas antenas, que Sa0 compostas por numerosas estruturas
chamadas sensilas, as quais se distribuem praticamente por todo o corpo,
porém se concentrando principalmente nas antenas, aparato bucal e pernas
(GOMES et al., 2019).

As sensilas presentes nas antenas tem papel fundamental no
reconhecimento e localizagdo do hospedeiro, acasalamento e outros
comportamentos em toda a sua vida util (HAO; SUN; LIU, 2020). Elas sao
divididas em diferentes tipos com base em sua estrutura (poros e propriedades
de parede) e morfologia (YUVARAJ et al., 2018).

Conhecer a funcdo de um receptor é importante para compreender seu
papel na ecologia quimica do inseto e na evolucdo da especializacdo olfativa
(HOU et al., 2020).

As antenas detectam e discriminam uma ampla diversidade de
estimulos. Os odores ndo podem ser classificados por um parametro simples, a

complexidade da sua identidade representa um desafio que é atingido através
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do uso de muitos receptores de odores. A discriminacdo depende da
codificagdo combinatéria e das interagbes em mdltiplas etapas do
processamento olfativo (SU et al., 2009).

O processamento de informacédo se inicia quando moléculas de odor
presentes no meio ambiente atingem a cuticula das antenas, penetrando
através dos canais e poros, subsequentemente, se ligam aos
quimiorreceptores e proteinas expressas nos dendritos dos neurbnios
sensoriais olfativos (NSOs). A ligacdo das moléculas de odor aos
quimioreceptores inicia a transducdo de sinal nos NSOs e pode levar a
despolarizacdo deles. Os NSOs respondem a presenca dos odores gerando
potenciais de acdo cuja frequéncia dependera da qualidade, da quantidade e
da duracédo do estimulo olfativo (HALLEM; CARLSON, 2006; KAUPP, 2010).

A capacidade que os insetos tém em fazer as associacfes olfativas
através das sensilas é extremamente vital para sua sobrevivéncia. Compostos
como o indol s&o ofensivos em altas concentra¢cdes, mas fornecem um odor
agradavel na forma diluida (ROSENKRANZ et al., 2016).

Assim como o estudo das estruturas das antenas é importante para
entendermos a comunicacgao entre inseto-planta e inseto-inseto. A investigacéo
do DNA dos insetos, serve de base para a identificacdo da espécie.

O presente estudo tem um papel importante, uma vez que fornecera as
primeiras informa¢des fundamentais sobre a estrutura das sensilas presentes

nas antenas da C. anonella, bem como a investigacdo do DNA desta espécie.

5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Obtencéao do Insetos:

Frutos brocados (com sinais de ataque da C. anonella) de A.muricata
(graviola) em diferentes estagios de maturacdo (verde, intermediario e
maduro), foram coletados em pomares, localizado em Pindorama- Cocuripe
(Figura 1).
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Figura 1- Localizag&o de Pindorama- Coruripe.

Fonte: Autor, 2019.

Em seguida, levados ao Laboratério de Ecologia Quimica- UFAL. Os
frutos brocados permaneceram em gaiolas. Os insetos adultos emergidos
nesta situacéo ficaram em camaras de acasalamento para postura de ovos em
sala climatizada com fotoperiodo invertido. As lagartas de C. anonella
removidas dos frutos brocados foram mantidas com dieta artificial de
realimentacdo, em laboratorio para criagdo até obtencdo de pupas e adultos
(Figura 2). As fémeas foram utilizadas para fazer a microspcopia e a biologia

molecular.

Figura 2- Obtencéo e manutencdo dos insetos.
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Fonte: Autor, 2019.

5.2.2 Extracdo de DNA, Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e
sequenciamento

O DNA genbmico foi extraido das patas de cada individuo usando o
método baseado na lise celular por SDS modificado (LUQUE et al., 2002). O
DNA foi extraido de individuos da espécie morfologicamente identificada. Uma
regido genica denominada COIl foi amplificada usando primer LepF (5'-
ATTCAACCAATCATAAAGATATTGG-3 ') e o primer reverso LepR (5'-
TAAACTTCTGGATGTCCAAAAAATCA -3 ') (FOLMER et al.,, 1994). Cada
amplificagdo foi realizada em 30 yL que incluiu 1 yL de DNA, 2,5 pyL 10 x
tampao, 5 pL Q-solution 0,5 uL tag DNA Polymerase, 1,0 yL 2,5 mM dNTPmix,
0,5 yL 50 mM MgClz, 0,5 pL de cada primer (10 mmol) e de 18,5 pL ddH20.

Os parametros da PCR foram 95° C durante 3 min e 35 ciclos de 94 ° C
durante 30 s, 51 ° C (para COI) por 40 s e 72 ° C por 60 s, seguido por uma
etapa final de extensao de 72 ° C por 10 min. Para os produtos de PCR obtidos
foram realizados corridas em gel de agarose a 1,0 % usando brometo de etideo
e visualizado em um sistema de imagem em gel. Este mesmo procedimento foi
realizado usando o primer LepF e MLepR.Os produtos de PCR mostrando
bandas claras positivas foram purificados usando QIAquick® PCR Purification
kits (de acordo com o protocolo dos fabricantes). Um maximo de duas PCR
amostras positivas da espécie foram sequenciadas na Macrogen inc. (Korea),

Seoul, Coreia do sul.

5.2.3 Andlise das sequéncias de DNA

As sequéncias de nucleotideos de cada isolado foram montadas com o
software Codon Code Aligner v. 6.0.2 (www.codoncode.com) (Codon Code
Corporation, Dedham, Massachusetts, USA). O arranjo dos nucleotideos em
posi¢cdes ambiguas, foram corrigidos por comparagdo das sequéncias senso e
anti-senso. Sequéncias parciais obtidas para o gene COI foram inicialmente
analisadas com o algoritmo BLASTn e o banco de dados de nucleotideos néo-
redundante do GenBank, para determinar as espécies com as quais
compartilharam maior identidade de sequéncia. Alinhamentos mudltiplos das

sequéncias nucleotidicas foram realizadas utilizando a ferramenta MUSCLE
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(LARKIN et al., 2007), implementado pelo programa MEGA X (TAMURA et al.,
2018). Sequéncias de espécie de Cerconota annonela oriundas de estudos

anteriores, disponiveis no GenBank, (Tabela 1), foram incluidas nas andlises.

Tabela 1- Numeros de acesso GenBank das sequéncias de Cerconota

anonnela utilizadas nas analises filogenéticas.

Espécie Voucher
Cerconota anonella AL219005
Cerconota anonella AL219006

Cerconota anonella

SG-BCISP-6647

Cerconota anonella

SG-BCISP-3821

Cerconota anonella

SG-BCISP-72

Cerconota anonella

SG-BCISP-6641

Cerconota anonella

SG-BCISP-809-13

Cerconota anonella

BCISP-808-13

Cerconota anonella

BCISP-787-13

Cerconota anonella

BCISP-2708-15

Cerconota anonella

BCISP-2613-15

Cerconota anonella

BCISP-1118-13

Cerconota anonella BCISP-171-11
Cerconota anonella BCISP-788-13
Cerconota anonella BCISP-806-13
Cerconota anonella SG-BCISP-3821
Cerconota anonella BCISP-807-13

As relacbBes filogenéticas foram inferidas pelo método de inferéncia
Bayesiana (IB) utilizando o método de Cadeia de Markov de Monte Carlo
(MCMC). Os conjuntos de dados COla e COI b (individuais e concatenados)
foram reconstruidas no portal CIPRES (MILLER et al., 2010) usando MrBayes
v. 3.2.3 (RONQUIST et al.,, 2012). O melhor modelo de substituicdo de
nucleotideos foi determinado para cada regido genémica usando MrModeltest
v. 2.3 (POSADA; BUCKLEY, 2004). Analises foram rodadas por 10 milhdes de
geracdes usando quatro cadeias e amostrando a cada 1.000 geracdes, para
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um total de 10.000 arvores. As arvores filogenéticas geradas foram
visualizadas e editadas nos programas FigTree V. 1.4
(ztree.bio.ed.ac.uk/softwaref/figtree).

5.2.4 Preparacao das antenas

Apbés a separacdo da cabeca e do corpo com auxilio de tesoura
oftalmolégica, as cabecas foram fixadas em solucdo de glutaraldeido a 2,5%
em tampédo de fosfato de sdédio a 0,1M por 10 minuto até o momento da
desidratacdo em etanol. Decorrido o periodo de fixacdo, realizou-se trés
lavagens de 10 minutos cada (sempre agitando por alguns segundos o0s
microtubos para que as particulas de sujeira fossem separadas das antenas)
seguido da desidratacdo em solucédo de etanol nas concentracfes de 70, 80 e

90% por 5 minutos em cada uma.

5.2.5 Analise superficial das antenas utilizando a técnica de microscopia
eletrénica de varredura (MEV)

A caracterizacdo por microscopia eletrénica de varredura (MEV) foi
realizada no Laboratério de Microscopia, do Instituto Federal de Alagoas,
Campus Maceio. A antena (previamente preparada) foi fixada com fita adesiva
de carbono dupla face condutora e montada em stubs com 1,0 cm de diametro.
O material foi transferido para um metalizador QUORUM Q150R ES para ser
coberto com uma camada de ouro. Uma corrente de 45 mA foi aplicada por
200s. O material foi analisado no modelo SEM TESCAN VEGA3 com distancia

de trabalho de 15,97mm e com aceleracdo de tensao igual a 20kV.

5.3 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.3.1 Biologia mlecular

Na reconstrucéo filogenética de inferéncia Bayesiana para 0s conjuntos
de dados concatenados, foram utilizados os seguintes modelos evolutivos:
TN93+G+| (COla) e GTR+I+G (COlb) para os alinhamentos de sequéncias
nucleotidicas. Caligo brasiliensis sulanu (JQ 537451) e Diatraea_saccharalis

(JX442648.1) foram utilizados como outgroup.
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Apés uma andlise utilizando a regido COI, foram verificados que os 4
haplétipos pertencem a espécie Cerconota anonella. Na arvore de Inferéncia
Bayesiana para o conjunto de dados concatenados (COla e COIlb) observou-se
que as espeécies identificadas formaram grupos bem suportados. Na arvore 1
(Figura 3), o material sequenciado MT 900609 e MT 9000610 agruparam com
a espécie Cerconota anonella MK758124, MK767067, MK767348, MK768072.
Na arvore 2 (Figura 4), o material sequenciado SUB800000 e SUB800001)
agruparam no mesmo clado com a espécie Cerconota anonella LNAUU216_15.
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Figura 3- Arvore filogenética de inferéncia Bayesiana com base nas

sequéncias combinadas das regibes COla e COlb. Utilizando o Caligo

brasiliensis sulanu como outgroup.
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JQ536481.1 Cerconota recurvella cytochrome oxidase subunit 1 (COl) gene partial cds mitochondrial

JQ541386.1 Cerconota recurvella cytochrome oxidase subunit 1 (CQOI) gene partial cds mitochondrial

JQ542859 1 Cerconota recurvella cytochrome oxidase subunit 1 (CQOI) gene partial cds mitochondrial
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Figura 4- Arvore filogenética de inferéncia Bayesiana com base nas
sequéncias combinadas das regibes COla e COlb. Utilizando a

Diatraea_saccharalis como outgroup.
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Os isolados caracterizados nestes estudos estdo destacadas em negrito
(Figuras 3 e 4).

A identificacdo dessa espécie de Cerconota por meio molecular, auxilia
na determinacéo do perfil genético, na caracterizacdo e no monitoramento das
populacdes desse inseto da ordem Lepidoptera.

O registro do material MT 900609 e MT 9000610 sequenciado, trata-se
do primeiro registro brasileiro da espécie C. anonella, o0 mesmo foi depositado
no banco de dados do NCBI, o documento do registro estd anexado a esta
tese.

As amostras estudadas do género Cerconota, denominadas MT 900609,
MT 9000610, SUB800000 e SUB 800001 apresentaram respectivamente 100%
e 83% de probabilidade de ser da espécie anonella, isso é evidenciado devido
a proximidade desta com o agrupamento C. anonella, se diferenciando assim
das demais.

A identificagdo por barcode utilizando a sequéncia do COI é capaz de
fornecer a distribuicdo da divergéncia genética das espécies (PEREIRA et al.,
2013). Este fato pode ser visializado nas arvores filigenéticas construidas, onde
varias espécies do género Cerconota foram utilizadas.

As analises de DNA servem como um meétodo de identificacdo que vem
utilizando métodos filogenéticos nas suas analises (NICOLALDE-MOREJON et
al., 2011).

5.3.2 Morfologia geral das antenas
E possivel diferenciar machos e fémeas em fase adulta pela parte
inferior abdominal, as fémeas (A) apresentam o abdémen mais arredondado, ja

o macho (B) apresenta o abdémen mais pontiagudo, como ilustra Figura 5.
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Figura 5 — Micrografia mostrando a diferenciacdo de fémeas e machos de C.

anonella.

SEM HV: 20.0 kV \ WD: 14.78 mm SEM HV: 20.0 kV WD: 12.26 mm
View field: 3.30 mm View field: 3.19 mm

Nota: Abddmen da fémea (A) e abddomen do macho (B).
Fonte: Autor, 2020.

5.3.1 Morfologia geral das antenas

As antenas nos insetos funcionam como receptores sensoriais para
monitorar as informacfes do ambiente fisico e quimico. Dessa maneira
apresentam mecanosensores e diversos tipos de receptores capazes de
perceber estimulos olfativos, de temperatura, de umidade e de contato quimico.
Portanto, as antenas constituem o principal apéndice sensorial nos insetos.

As antenas sao estruturas segmentadas, de modo geral apresentando
trés segmentos, escapo, pedicelo e flagelo (regido longa, dividida em
antenémeros € onde encontramos 0 maior numero de sensilas). As superficies
do escapo, pedicelo e os flageldmeros iniciais sdo cobertas por escamas
sobrepostas.

Os diversos segmentos escapo, pedicelo e flagelo (A) apresentam
estruturas quitinosas, denominadas sensilas, que possuem morfologia diversa
(LORENZO; MELO, 2012). Na regido dorsal e na parte superior da area

sensilar a antena esta coberta por escama (B), como mostra a Figura 6.
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Figura 6 - Descricao geral para as antenas de fémeas de C. anonella.

Nota: Escapo (E), pedicelo (P), Flagelo (F).
Fonte: Autor, 2020.

Em sua grande maioria, as sensilas encontradas ao longo do
comprimento do flagelo estdo envolvidas de deteccdo de odores. J4 as que
estdo presentes no escapo e pedicelo exercem a funcdo de
mecanorreceptores, permitindo ao individuo monitorar o movimento das
antenas (LIU et al., 2013).

5.3.3 Tipos das sensilas antenais
Foram identificados nove tipos de sensilas nas antenas de fémeas de C.

anonella, conforme a Figura 7.



Figura 7 - Sensilas presentes nas antenas das fémeas de C. anonella.

NOTA: Sensilas: caética (A), tricoide (B), coelocdnica (C), auriciilicas (D), campaniformes (E),
basicénica (F), stilocdnica (G), esquamiforme (H) e furcata (1).
Fonte: Autor, 2020.

As sensilas identificadas como: caética, tricéide, coeloconica, auriciilicas,

campaniformes, basicdnica, stilocnica, esquamiforme e furcata estéo

localizadas na area sensilar e regiao dorsal.
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Sensilas caéticas sao retas distribuidas sobre o flagelo com estrutura
semelhante a cerdas, tém uma forma pontiaguda e séo largas na base, sendo
do tipo vertical ou com uma inclinagdo em direcdo a superficie da antena. Elas
estdo distribuidas ao longo do flagelo e sdo encontradas principalmente entre
as sensilas tricoides.

Sensilas tricoides sdo curtas quando comparadas as sensilas caéticas,
possui a base larga e seu didmetro diminui de tamanho a medida que se
aproxima do apice. S8o as mais comuns e abundantes em espécies da ordem
Lepidoptera, muito utilizadas em estudos comportamentais devido a sua fungéo
quimiorreceptora (FORSTNER et al., 2009; KAISSLING, 2009). A sensibilidade
presente nesta sensila, se destina a recepc¢do olfativa de volateis de plantas
hospedeiras e feroménios sexuais (CONSOLI; KITAJIMA; PARRA,1999). Estas
sensilas sdo de grande importancia nos estudos eletrofisiolégicos com C.
anonella, indicando qual composto elicia uma mudanca comportamental em
machos e fémesas de C. anonella.

A espécie Coleophora obducta (Meyrick, 1931) (Lepidoptera:
Coleophoridae) apresenta sensilas tricdide distribuidas sobre a superficie
dorsal do flagelo, sendo mais numerosas nas antenas de fémeas dessa
espécie (YANG; YAN; LIU, 2009).

Hillier et al., (2006) demonstraram que na sensila tricide da fémea de
Heliothis virescens F. (Noctuidae) existem neurdnios que sdo responsaveis
pela deteccdo dos odores de plantas (GRULA; TAYLOR, 1980). YAN e
colaboradores (2017) também constatou em seus estudos sobre as antenas de
Plutella xylostella (L.) que as sensillas tricbides podem estar envolvidas na
deteccdo de feromdnios sexuais por machos e nas fémeas podem responder
aos volateis da planta hospedeira.

Sensilas coelocbnicas aparecem em pequenos grupos e em areas
especificas das antenas, possui estruturas lisas e pontiagudas com uma base
circular formada por estruturas curtas que circunda uma sensila central, se
assemelhando a uma flor.

Sado frequentemente receptores de temperatura, umidade e CO:
(HARTENSTEIN, 2005; YANG; YAN; LIU, 2009).

Sensilas auriciilicas sdo menos abundantes, curtas e possui um eixo

cuticular achatado, essas sensilas ndo sdo encontradas facilmente nas antenas
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de fémeas, tém uma superficie cuticular lisa com o aspecto de uma
folha.Estudos anteriores relataram que a sensilla auricilica em Cydia
pomonella eram comportamentalmente sensiveis aos volateis de
planta (ANSEBO et al., 2005; XIANGQUN et al., 2014).

Sensilas campaniformes apresentam a forma de discos planos ovais
com poros observados em sua superficie, estdo distribuidas em diferentes
segmentos da antena. Possuem funcdo mecanoreptoras. As formas de
pequenos circulos apresentam pequena elevacao nas bordas (FIALHO et al.,
2014).

Sensilas basiconicas possui um eixo cilindrico e uma extremidade
arredondada. Encontram-se distribuidas no centro e ao longo do flagelo,
encontrando-se entre as sensilas tricoide. Este tipo de sensibilidade observada
neste estudo também se assemelha ao observado em muitas outras familias
de Lepidoptera (CONSOLI; KITAJIMA; PARRA,1999). A sensila basicénica
atribui-se a funcdo olfativa (CONSOLI; KITAJIMA; PARRA,1999; CHINTA;
DICKENS; BAKER, 1997).

Sensilas stiloconicas sdo estruturas curtas e robustas. De acordo com a
literatura, a estrutura e a fungcéo dessas sensilas ja foram bem estudadas e sédo
consideradas receptores de temperatura e umidade. Foram encontradas em
varias espécies de mariposa (FAUCHEUX, 1985; FAUCHEUX, 2006; CHANG
et al., 2015).

Sensilas esquamiformes distribuem-se nas antenas de fémeas de C.
anonella na area sensilar (regido ventral). Na proximidade da area com
escamas (regido dorsal), essas sensilas parecem com escamas, Sao
alongadas com a extremidade afilada. Sensilas esquamiformes foram
amplamente encontradas nos lepidopteros, embora a forma e distribuicdo
dessas sensilas sejam diferentes nas varias espécies de mariposas relatadas
(CONSOLI, KITAJIMA; PARRA,1999). Consequentemente, mais estudos
eletrofisiol6gicos e comportamentais sdo necessarios para elucidar sua fungéo.

Sensilas furcatas sao retas, com base larga e com a extremidade
bifurcada. Em seu trabalho sobre sensilas antenais, YANG e colaboradores
(2009) constataram também a presenca dessa sensila em Coleophora obducta

(Meyrick) (Lepidoptera: Coleophoridae).
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5.4 CONCLUSOES

O presente estudo comprovou mediante andalises de biologia molecular a
identificacdo da espécie como sendo Cerconota anonella, gerando os primeiros
registros brasileiros da espécie na base NCBI, contribuindo assim para a
diversidade da espécie.

Por microscopia eletronica de varredura foi identificada e caracterizada a
distribuicdo dos diferentes tipos de sensilas presentes nas antenas das fémeas
de Cerconota. Para confimar informacdes sobre a funcdo destas sensilas para
a espécie em estudo, serdo necessarios mais estudos e a aplicacdo de outras
técnicas, como o registro da sensila Unica que é usada em estudos funcionais
de receptores odoriferos.

Em concluséo, foi possivel fornecer informacdes Uteis para os estudos
bioldgicos, eletrofisiolégicos, comportamentais e quimicos, para melhor
entender os mecanismos relacionados ao controle de diversos insetos, em
especial, aqueles que causam danos a culturas de importancia econémica e a
saude humana.

Estudos futuros devem ser realizados associando a morfologia das
sensilas desta espécie e suas respostas fisioldégicas, sendo necessarios para
melhor compreender os aspectos do sistema olfativo do inseto, verificando

assim suas propriedades estruturais de relevancia funcional.
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6. Capitulo 1l - FORMULACAO, EXTRACAO E IDENTIFICACAO DE
COMPOSTOS VOLATEIS DE PLANTAS DE Annona muricata e Annona
squamosa, EM DIFERENTES ESTAGIOS DE MATURACAO, ATRAENTES
PARA A BROCA DOS FRUTOS Cerconota anonella
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FORMULACAO, EXTRACAO E IDENTIFICACAO DE COMPOSTOS
VOLATEIS DE PLANTAS DE Annona muricata e Annona squamosa, EM
DIFERENTES ESTAGIOS DE MATURACAO, ATRAENTES PARA A BROCA
DOS FRUTOS Cerconota anonella

RESUMO

Os compostos organicos volateis emitidos pelas plantas sdo responsaveis por
induzirem indmeras respostas no comportamento dos insetos. Este trabalho
teve por objetivo extrair e identificar os compostos volateis emitidos pelas
Annona muricata e Annona squamosa, em diferentes fases fenotipicas sobre o
comportamento de busca da Cerconota anonella. As andlises quimicas dos
extratos de aeracdo da gravioleira e pinheira mostraram que ha diferenca na
composi¢cdo das misturas de volateis liberadas nas fenofases consideradas
preferenciais, floracdo e frutificacdo. As fémeas foram atraidas para plantas
antes mesmo da frutificacdo, incluindo a fase de floracdo, sendo a fase
frutificada a preferencial. N&o foram detectadas diferengas significativas
quando comparados os extratos de plantas nos estagios de maturacdo
preferenciais. Dentre as classes de compostos identificados por CG-EM foram
encontrados terpenos, ésteres, alcoois, cetonas, aldeido. Em A. squamosa
foram identificados 37 compostos no estagio florado e 44 no estagio frutificado.
Para A. muricata foram identificados 23 e 15 compostos, respectivamente, no
estagio florado frutificado. As analises eletroantenografia demostraram a
despolarizacdo para os compostos B-Mirceno, B-ocimeno, benzoato de metila e
o Linalol no extrato de pinheira para o estagio frutificado. Nos testes com as
formulagdes das misturas dos compostos EAD ativos, em duas concentracoes
diferentes (luL/mL e 10uL/ml), atrairam as fémeas virgens acasaladas e nao
diferiu estatisticamente da atratividade para o extrato da pinheira no estagio

frutificado.

Palavras-chave: Metabolitos; Formulagéo; Terpenos.
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6.1 INTRODUCAO

No género Annona encontram-se espécies de grande importancia,
sendo plantas amplamente cultivadas e comercializadas no Brasil, tendo
destaque a Annona squamosa L. (frutado-conde) e Annona muricata L.
(Graviola). As plantas da familia Annonaceae vem ganhando destaque por
serem naturalmente bioativas.

As plantas emitem misturas complexas de compostos quimicos que
estdo envolvidos em interagcdes multitroficas, coordenacdo de respostas de
defesa sistémica e polinizagdo (BLANDE, 2017).

Os COV's produzidos pelas plantas tém sido considerados de grande
importancia nas interacdes envolvendo plantas, pragas e inimigos naturais
(VENDRAMIM, 2002). Sdo compostos que possuem baixo peso molecular e
sao liberados por praticamente todas as partes das plantas (RIFFEL; DA
COSTA, 2015).

A composicdo quimica de misturas de compostos organicos volateis
(COVs) emitida pelas plantas, transmite informacdes sobre a espécie, o
gendtipo de uma planta e os estresses bibticos e abibticos aos quais a planta
foi submetida (DICKE; BALDWIN 2010).

Ao longo de seu ciclo de vida, a liberacdo dos COV’S das plantas varia
consideravelmente com mudancas refletindo o estagio fenolégico da planta
(HARE, 2010).

Em vérias espécies, a localizacao do hospedeiro € guiada pela trilha de
compostos organicos volateis produzidos por suas plantas hospedeiras, e a
composicdo dos compostos volateis parece ser importante nesse processo
(BRUCE; PICKETT, 2011; SPATHE et al., 2013).

O aroma das flores é constituido por uma mistura complexa de volateis,
que sdo produzidos através das trés principais vias biossintéticas: o0s
acetogénicos (derivados de &acidos graxos), mevalogénicos (isoprendides) e
também os aromaticos (benzenoides) (BERGSTROM, 2008).

Em seus estudos Matile e Altenburg (1988) relataram que a
periodicidade dos odores das flores sofre mudan¢ca quando comparadas as

flores na planta e removidas dela.
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As plantas produzem uma grande diversidade de metabdlitos que séo
responsaveis pelas inumeras interagdes ecoldgicas e constituem uma base de
estudos ecoldgicos e evolutivos nos estudos de defesa e comunicacdo das
plantas (KESSLER, 2015).

Metabolitos secundarios presente na natureza podem ser liberados por
todas as partes das plantas, incluindo folhas, caule, raizes, flores, botbes,
sementes e outras (WESTON; DUKE, 2003). Podem ser classificados de
acordo com sua estrutura esquelética de carbono e tipo de grupos funcionais;
no entanto, o sistema de classificacdo mais util € baseado na origem
biogenética dos metabdlitos, dividindo-os em trés grupos principais: fendlicos,
terpendides e alcaldides. (LATIF; CHIAPUSIO; WESTON, 2017).

Estima-se que cerca de 100.000 compostos como os: terpendides,
alcaldides, ésteres, acidos, alcoois, cetonas e aldeidos produzidos pelas
plantas, atuam como alomonios, cairomoénios, e sinomonios na regulacdo e
controle da interacao ecoldgica planta-inseto (METCALF; KOGAN, 1987).

Neste contexto, o presente estudo objetivou verificar a preferéncia da
praga Cerconota anonella por diferentes estagios da planta de pinha e graviola,
identificar quais compostos quimicos volateis presentes em plantas de A.

squamosa e A. muricata atraem o lepidoptero em questao.

6.2 MATERIAIS E METODOS

6.2.1 Obtencao das Plantas

As plantas utilizadas nos experimentos foram: a pinheira (A. squamosa,)
cultivada pelo Laboratério de Biologia vegetal BIOVEG - CECA-UFAL
(7°27°57”’S; 34°50°’1”W) (Figura 1) e gravioleira (A. muricata) cultivada pelo
laboratorio de Ecologia Quimica, da Universidade Federal de Alagoas (UFAL)
(Figura 2). As plantas de pinheira e gravioleira foram regadas a cada dois dias

até atingirem os estagios utilizados nos experimentos.
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Figura 1- Localizacdo para obtencao da A. muricata.
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Fonte: Autor, 2020.

Figura 2- Localizacao para obtencédo da A. squamosa.
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Fonte: Autor, 2020.

6.2.2 Obtencao dos Insetos

Frutos brocados (com sinais de ataque da C. anonella) de A.muricata
(graviola) em diferentes estadgios de maturacdo (verde, intermediario e
maduro), foram coletados em pomares, localizado em Pindorama- Coruripe.
Em seguida, levados ao Laboratorio de Ecologia Quimica- UFAL. Os frutos
brocados permaneceram em gaiolas. Os insetos adultos emergidos nesta

situacdo, ficaram em cémaras de acasalamento para postura de ovos. As
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lagartas de C. anonella removidas dos frutos brocados foram mantidas em
placas Petri de acrilico contendo dieta artificial de realimentacdo, sendo
mantidas em laboratdrio para criacdo até obtencéo da fase de pupa. A dieta era
composta dos seguintes ingredientes: gérmem de trigo, cloridrato de colina,
sais de Wesson, acido ascorbico, farelo de soja, acucar, nipagin, acido soérbico,
agar-agar, solucdo vitaminica, formol, ambrasinto, vita gold e agua destilada
(SILVA, 2012).

No estagio de pupa, fémeas e machos foram sexados com o auxilio do
microscopio, baseado na presenca de poro genital, presente em machos e,
ausente em fémeas. Em seguida, foram colocadas em placas forradas com
algodao umedecido com agua destilada e uma solucdo de sulfato de cobre a
1%, cobertas com papel filtro e mantidas em camara de vidro (9 cm de largura
x 16 cm de comprimento x 9,5 cm de altura) devidamente etiquetadas, onde se
encontrava um recipiente de vidro contendo solucdo de mel em 4gua a 10%.
Todo este procedimento ocorreu em sala climatizada (24,1°C + 1,2 e 65% UR *
1,9), com fotoperiodo invertido (12h:12h).

Apbés a emergéncia dos adultos, fémeas e machos virgens de C.
anonella, foram colocados em camaras de vidro (9 cm de largura x 16 cm de
comprimento x 9,5 cm de altura) devidamente etiquetadas, onde se encontrava
um recipiente de vidro contendo solucdo de mel em agua a 10%. As fémeas

acasaladas foram utilizadas em posteriores bioensaios.

6.2.3 Aeracgao

Para a obtencdo dos constituintes volateis de plantas de A. muricata e A.
squamosa (Figura 3) foram realizadas aeracfes nos trés estagios de
desenvolvimento (vegetativo, floracdo e frutificacdo). Para isso, foram
montados sistemas de aeracéo utilizando sacos plasticos apropriados contendo
um filtro do composto carvao ativado (300 mg) adaptado a entrada de um fluxo
constante de ar (0,5 L/min) para purificar o ar que entrava no sistema e outro
tubo coletor contendo o material adsorvente tenax® (100 mg; Chromopack 60-
80 mesh), acoplado a saida que servia para adsorver as substancias volateis
liberadas pela planta. Ao sistema estava conectada uma bomba de ar, fazendo

com que uma corrente de ar filtrado com carvao ativado passa no interior da
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camara e posteriormente em um filtro contendo o adsorvente (Tenax®). A

aeracdao foi processada por um periodo de 24 horas.

Figura 3- Sistema de aeracéao.

Fonte: Autor, 2020.

6.2.4 Dessorcao dos compostos volateis de A. squamosa e A. muricata

Os constituintes volateis da planta de A. squamosae e A. muricata, foram
dessorvidos do adsorvente, tenax, pela passagem de 1 mL de hexano
bidestilado com elevado grau de pureza (CeHi12). Dessa forma, foram obtidos
extratos de pinha extraidos com o hexano. Os extratos foram guardados em
ampolas de 2 mL. Em seguida, as ampolas foram fechadas, etiquetadas e

conservadas em refrigerador, para uso posterior em bioensaios.

6.2.5 Identificacdo dos constituintes volateis por CGXEM

Os constituintes quimicos presentes nos extratos das plantas de pinha e
graviola foram identificados por meio de um cromatdégrafo gasoso acoplado a
um espectrometro de massas (CG-EM) da Agilent Technologies (7890ATM CG,
Serie 5975C EM; Palo Alto, CA, USA) equipado com uma coluna capilar DB-5
da Agilent J&W (30 m x 0,25 mm d.i. x 0,25 pm de espessura do filme) (Figura
4).
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Uma aliquota de 1 pL de cada amostra do extrato contendo os
constituintes liberados pelas plantas foi introduzida no injetor do cromatografo
do CG-EM, sob o modo splitless, a uma temperatura de 150°C. A temperatura
do forno foi mantida inicialmente a 40°C durante 2 min e, em seguida,
aumentada para 230°C a uma velocidade de aquecimento de 4°C/min e
mantida a 230°C por 5 min. O fluxo de gas de arraste (hélio) foi mantido a 1
mL/min a uma pressao constante de 7.0 psi. A temperatura da interface do EM
e do quadrupolo foram ajustadas para 230°C e 150°C, respectivamente. Os
espectros de massas foram obtidos a 70 eV, registrados no intervalo de m/z
30-350 a uma velocidade de escaneamento de 0.5 scan/s.

Os componentes foram identificados por comparacao de seus espectros
de massas e indices de retencéo, obtidos pela coinjecdo da amostra com uma
serie de n-alcanos (C7-C40) e calculados através da equacao de Van Den Dool
e Dec Kratz (1963; MUHLEN, 2009), com padrdes auténticos armazenados nas
bibliotecas de referéncia NIST08, Adams (2007) e Wiley Registry™ (verséo 9),
integradas ao software Agilent MSD Productivity ChemStation Agilent
Technologies (Palo Alto, CA, EUA).

Figura 4- Cromatografo gasoso acoplado a espectrémetro de massas.

Fonte: Autor, 2019.

6.2.6 Cromatografia Gasosa acoplada a Eletroantenografia (CG/EAD):
A fim de identificar quais constituintes quimicos presentes nos extratos

de aeragdo plantas apresentam atividade biologica diante de antenas de
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fémeas acasaladas, as analises eletrofisiolégicas foram conduzidas
empregando-se um cromatdgrafo gasoso (Trace GC Ultra; Thermo Scientific,
Mildo, Italia), equipado com uma coluna DB-5 (30m x 0,25mm i.d. x 0,25um
film, ValcoBond) e um detector de ionizacdo em chamas (FID) acoplado a uma
interface de deteccdo eletroantenografica provida pela Syntech (Kirchzarten,
Alemanha) (GC-EAG).

Uma aliquota das amostras (1,0 L) foi injetada em cromatografo
gasoso. Foram utilizadas fémeas acasaladas com idade variando de 3 a 5 dias.
A antena do inseto foi extraida com o auxilio de micro-tesoura, a base e a
ponta da antena foram colocadas entre dois eletrodos capilares de vidro,
preenchidos com solucéo de Ringer (8.0 g/L de NaCl, 0,4 g/L de KCI, 0,4 g/L de
CaCy) ligado a fios de prata (Figura 5).

A analise ocorreu sob o0 modo splitless a uma temperatura de 150 °C. O
forno do equipamento foi programado para operar a uma temperatura inicial de
40 °C, com velocidade de aquecimento de 6 °C/min até atingir a temperatura
final de 200 °C. Durante o processo, o fluxo de gas de arraste, contendo os
constituintes quimicos separados na coluna, foi dividido em duas partes iguais:
uma seguiu para a antena do inseto (detector antenografico) e a outra para o
FID, ocorrendo o registro simultaneo das respostas de ambos os detectores ao
material eluido da coluna. Um composto foi considerado EAG-ativo quando
induziu despolarizacdo na antena em, pelo menos, trés dos seis individuos

testados.

Figura 5- Cromatdgrafo gasoso acoplado a eletroantendgrafo

Fonte: Autor, 2019.
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6.2.7 Obtencao das solucdes e formulacdes dos compostos sintéticos

Os padrbes dos compostos sintéticos (8-mirceno, S-ocimeno, benzoato
de metila e linalol) foram adquiridos comercialmente da Sigma-Aldrich (Brasil)
com grau de pureza = 98,5%. Posteriormente, para o preparo das solucdes dos
compostos foram utilizados os seguintes procedimentos: 5 yL do composto
sintético foram transferidos para um baldo volumétrico de 5,0 mL completando-
se o volume com hexano bidestilado grau (HPLC) e homogeneizando a
solucéo, obtendo-se assim, uma solugdo com concentragao 1,0 yL/mL. Para a
solugdo com concentragao de 10,0 uyL/mL, 50 yL do composto sintético foram
transferidos para um baldo volumétrico de 5,0 mL completando-se o volume
com hexano bidestilado grau (HPLC) e homogeneizando a solugédo. As
solugbes dos compostos foram acondicionadas em vials de vidro, os quais
foram mantidos em freezer para posterior uso nos bioensaios
comportamentais.

Volumes de 10 pL de cada solucdo dos compostos individuais/mistura
nas concentracbes de 1,0 e 10,0 yL/mL foram formulados em eppendorfs
contendo 0,01 g de um substrato biopolimérico através da adsorcéo por contato

durante um periodo de 24h.

6.2.8 Bioensaios de atratividade

A atividade biolégica dos extratos de aeracdo de plantas de A.
squamosa (vegetativo, florado e frutificado), frente a fémeas acasaladas de C.
anonella foram avaliadas em ofatdmetro com Tubo bifurcado acoplado a ampla
area de monitoramento retangular (Figura 6), que é formado por um conjunto
geral composto: de uma tampa (A) (comprimento 19,5 cm x largura 13,2) para
entrada de ar; um tubo bifurcado tipo Y (B) (54,2 cm de comprimento x 23 cm
de largura) composto por dois bracos, onde cada brago apresenta uma entrada
para amostra (D e E) (diametro de 14 cm). Acoplado a esse tubo bifurcado ha
uma area de monitoramento retangular- arena (C), confeccionada em acrilico
transparente (comprimento 19,5 cm x largura 13,2), apresentando de um lado
duas saidas circulares que servem como conexao para as bifurcacdes do tubo
e do outro lado uma entrada provida de uma tampa (F) em material de malha e

elastano, destinada a insercao dos insetos.
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Figura 6- Esquema do sistema de bioensaio, com olfatbmetro Tubo bifurcado
acoplado a ampla area de monitoramento retangular.

Nota: Esquema do olfatbmetro: A: tampa para entrada de ar; B: um tubo bifurcado -
tipo Y; C: area de monitoramento retangular- arena; D e E: entradas para amostras e F: Tampa

da arena.

Fonte: Autor, 2020

O inseto é colocado no inicio da area de monitoramento/arena atraves
da tampa, em seguida a mesma é fechada para evitar a saida dele. Depois de
inserido na area de monitoramento, o0 inseto inicia a exibicdo de
comportamentos especificos, apresentando ou ndo voo direcionado em direcdo
a fonte de estimulos.

Os bioensaios foram realizados no laboratério (24,8°C + 1,4 °C), durante
a esctofase, das 8h as 12h. foram utilizadas fémeas acasaladas de C. anonella
acasaladas (3 — 5 dias de idade). Os bioensaios foram conduzidos com o
auxilio de uma luz vermelha pois simulava a noite para o inseto e facilitava a
visualizagdo do comportamento do mesmo. Uma fémea (acasalada), foi
introduzida na arena, a qual foi usada somente uma Unica vez e seu padréo de
procura foi observado durante 15 minutos.

Para os bioensaios tanto com fémeas acasaladas padronizaram-se as
dosagens utilizando-se 10 pyL de cada extrato, que foram aplicados em

eppendorf contendo 0,01g de biopolimero (quitosana), estes entdo, foram
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colocados em um dos bracos do sistema do “Y”, e eram substituidos a cada
bioensaio. O extrato foi considerado preferencial, quando este atraisse 0s
insetos ou provocasse algum comportamento (antenag&o, voo curto e/ou voo
longo orientado) em direcdo ao mesmo. As posicdes dos bracos do olfatbmetro
foram alteradas entre os tratamentos para evitar qualquer efeito tendencioso de
habituacdo. O mesmo procedimento foi aplicado para as formulagcdes com 0s
compostos sintéticos (Tabela 1).

Tabela 1- Formulacdes de compostos EAD ativos no extrato de planta

de pinha no estéagio frutificado, nas concentracfes de 1 e 10 yL/mL.

M1: B-Mirceno, B-Ocimeno, benzoato de metila e Linalol

M2: B-Mirceno, B-Ocimeno e benzoato de metila

M3: B-Mirceno, p-Ocimeno e Linalol

M4: B-Mirceno, benzoato de metila e Linalol

M5: B-Ocimeno, benzoato de metila e Linalol

6.2.9 Andlises Estatisticas

Os dados obtidos foram analisados primeiramente com a finalidade de
verificar os pressupostos paramétricos de normalidade e homogeneidade das
variancias dos tratamentos. Uma vez que os parametros de normalidade n&o
foram atendidos, o teste ndo-paramétrico de Wilcoxon (P<0,05) foi aplicado a
fim de verificar quais tratamentos influenciaram no comportamento de
atratividade para fémeas acasaladas e machos virgens. Todas as analises
estatisticas foram executadas no programa Origin 8.

6.3 RESULTADOS E DISCUSSOES

6.3.1 Boensaios preferenciais aos estagios de maturacdo de A. squamosa.

Nos bioensaios, foi identificado em fémeas acasaladas de C. anonella os

comportamentos de antenacéo, voo curto e voo longo orientado para a fonte de
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odor e toque e permanéncia na fonte de odor na presenca dos extratos das
plantas de pinha nos estagios de maturacao vegetativo, florado e frutificado. As
mesmas foram mais atraidas para os extratos dos estagios dos extratos florado
e frutificado. Comparando tais tratamentos em relacdo ao controle (hexano) e
entre si, foi possivel verificar que houve diferenca estatistica significativa pelo
teste de Wilcoxon (P<0.05), constatando que o controle ndo exerce influéncia
na resposta do inseto (Figura 7). Quando comparados o0s extratos entre si, foi
possivel observar que houve maior nimero de respostas para o estagio
frutificado, considerado como preferencial na atracdo da C. anonella. Também
foi possivel observar que as fémeas sao atraidas ainda na fase de floracéo.
Sendo, como ilustra a Figura 8 representando graficamente os resultados
obtidos.

Figura 7 - Atratividade de fémeas para extratos de pinheira e hexano

Numero médio de
comportamentos exibidos
(Média £ E.P)
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HH

IHéx I PIV o IHéxl pF|I I IHclaxl PIFrI I

Tratamentos
Nota: Hexano (HEX); Planta estagio vegetativo (PV); PFl. Planta Florada (PF) e Planta
Frutificada (PFr); * indica que houve diferenca estatistica significativa pelo teste de Wilcoxon
(p<0,05).
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Figura 8 - Atratividade preferencial de fémeas para extratos de pinheira em

diferentes estagio.

Namero médio de
comportamentos exibidos
(Média * E.P)
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Tratamentos

Nota: Planta estagio vegetativo (PV); Planta Florada (PFl): Planta Frutificada (PFr); * indica que
houve diferenca estatistica significativa pelo teste de wilcoxon (p<0,05).

6.3.2 Boensaios preferenciais aos estagios de maturacdo de A. muricata.

Nos bioensaios, observou-se que as fémeas acasaladas exibiram o
comportamento de antenagéo, voo curto, voo longo, toque e permanéncia na
fonte de odor frente aos extratos das plantas nos estagio de maturacéo
vegetativo, florado e frutificado. Observou-se ainda que as mesmas realizaram
breves caminhadas e voo, buscando a aproximacédo do extrato. As mesmas
responderam a todos 0s 0s estagios dos extratos de gravioleira. Comparando
0s tratamentos testados em relacdo ao controle (hexano) e entre si, foi possivel
verificar que houve diferenca estatistica significativa pelo teste de Wilcoxon
(P<0.05), constatando que o controle ndo exerce influéncia na resposta do
inseto (Figura 9). Quando comparados 0s extratos entre si, constatou-se que
as fémeas foram atraidas ainda na fase de floracdo, porém, houve maior
namero de fémeas atraidas para o estagio frutificado, sendo ele considerado
como preferencial na atracdo de fémeas de C. anonella, como pode ser visto

na Figura 10.
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Figura 9- Atratividade de fémeas de C. anonella para extratos de gravioleira e

hexano.
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Figura 10- Atratividade preferencial de fémeas de C. anonella para extratos de

gravioleira em diferentes estagios
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houve diferenca estatistica significativa pelo teste de wilcoxon (p<0,05).
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Quando comparados os extratos de pinheira e gravioleira no estagio
preferencial frutificado, ndo houve diferenga significativa na atracado de fémeas

de C. anonella para estes extratos (p>0,05) como pode ser visto na Figura 11.

Figura 11- Atratividade preferencial de fémeas para extratos de pinheira e

gravioleira.
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comportamentos exibidos
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PFr-G PFr-P

Tratamentos

Nota: Planta Frutificada Graviola (PFr-G); Planta Frutificada Pinha (PFr-P); ns indica que néo
houve diferenca estatistica significativa pelo teste de Wilcoxon (p<0,05).

A depender da qualificacdo e quantificacdo das composi¢cdes quimicas
das misturas de volateis emitidos pelas plantas podem traduzir o status
fisiolégico em que elas se encontram ou até mesmo 0 estresse a que elas
estdo sendo submetidas (RIFFEL; DA COSTA, 2015).

As plantas, antes mesmo da descoberta dos pesticidas, ja eram
mundialmente utilizadas no controle de pragas. Atualmente varios produtos a
base de plantas ainda sao utilizados com a finalidade de minimizar os possiveis
danos ocasionados por insetos-pragas (ADEYEMI et al., 2010; STEVENSON;
BELMAIN, 2016).

As respostas olfatérias de lepidopteros para odores de plantas séo
conhecidas por serem muito importantes na localizacdo do hospedeiro. A
percepc¢ao dos sinais quimicos é determinante na adequacéo da planta para a
oviposicéo. A idade e estagio do hospedeiro devem ser suficientes para que a
mesma possa desenvolver-se e completar seu ciclo biologico (BLACKMER et
al., 2001). Os resultados dos bioensaios realizados neste trabalho servem para

justificar a preferéncia da praga para o estagio da planta frutificado, garantindo



92

assim, que as lagartas de C. anonella provenientes da oviposi¢ao na superficie
do fruto tenham alimento para o seu bom desenvolvimento.

Em lepidopteros existe seletividade maior da fémea na escolha do
hospedeiro, isso ocorre por existir um codigo quimico mais especifico que a
direciona ao substrato adequado (RENWICK; CHEW, 1994). Em C. anonella a
premissa reside no fato de que as fémeas necessitam de locais adequados
para oviposic¢ao, corte e acasalamento.

A maioria dos estudos de preferéncia e especificidade de oviposicdo em
insetos tém usado experimentos de escolha simultanea. Deste modo, uma
mudanca de hospedeiro ou estagio do mesmo envolve uma alteragdo na
hierarquia de preferéncia pelo mesmo (THOMPSON; PELLMYR, 1990). No
caso de mariposas, as evidéncias sugerem que misturas de compostos volateis
sdo requeridas para que haja o estimulo no comportamento de busca
(RENWICK; CHEW, 1994).

A liberacdo do ferombnio sexual em algumas espécies de mariposas
podem ser influenciadas pelos COV’s do hospedeiro. Em fémeas de
Helicoverpa zea (Lepidoptera: Noctuidae), praga do milho, a presenca da
planta hospedeira induz a producao de feromonio sexual (RAINA et al., 1992).

Estudos conduzidos para fémeas de Cydia molesta (Lep:Tortricidae), as
quais ovipositam em péssegos e macas, mostraram que as mesmas foram
atraidas para COVs de ambos os frutos hospedeiros, sem discriminagcdo. Os
autores sugerem que, do ponto de vista comportamental, o significado dos
estimulos olfativos é assumido como reflexo do seu nivel de especializacdo em
relacdo ao hospedeiro; assim, para espécies polifagas, esta modalidade
sensorial é considerada secundaria (NATALE et al., 2003). O mesmo parece
ser valido para C. anonella, fato este comprovado pela sua atratividade para os

extratos de pinha e graviola, porém, sem exibicdo de preferéncia.

6.3.3 Composicao quimica dos extratos de plantas em diferentes estagios
preferenciais de A. squamosa e A. muricata.

As analises qualitativas dos extratos obtidos por aeracéo de plantas de
pinheira nos estagios florada e frutificada, dessorvidos em hexano, apresentou

uma grande similaridade na composicéo quimica (Tabela 2).



Tabela 2- Identificagao dos compostos em extratos de A. squamosa.
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Planta Florada

Planta Frutificada
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Acetato de butila
2-metil-2- ciclopenten-1-ona
2,5-Hexanediona
Benzaldeido
3-metil-2- ciclopenten-1-ona
B-mirceno
Octanal
Limoneno
- ocimeno
Benzoato de metila
Linalol
Nonanal
2-fenil-etanol
(E)-4,8-Dimetil-1,3,7-nonatrieno
Benzoato de etila
Salicilato de metila
Decanal
Acetato de 2-feniletilo
Salicilato de etila
Indol
Undecanal
0-Elemeno
Butanoato de butila
B - elemeno
(E)-2-Undecen-1-ol
B-cariofileno
Geranil acetona
a-humuleno
B-cubeno
Biciclogermacreno
y-cadineno
Geranil linalol
(2)-a-damascone
Slicilato de 2-etil-hexilo

Acetato de butila

2-metil-2- ciclopenten-1-ona

a-pineno
Benzaldeido

3-metil-2- ciclopenten-1-ona

6-metil-5- hepten-1-ona
B- mirceno
Hexanoato de etila
Limoneno
Alcool benzilico
(2)-B-ocimeno
(E)-B-ocimeno
y-octalactona
Octanol
Benzoato de metila
Linalol
Nonanal
2-fenil-etanol
Octanoato de metila
Benzoato de etila
Salicilato de metila
y-cadineno
Verbenona
Carvona
Salicilato de etila
Isobutil benzoato
0-Elemeno
a-Copaeno
B-Elemeno
Cariofileno
B-Copaeno
y-muroleno
3-metil-1-butanol benzoato
Geranil acetona
(E)- B-farneseno
Germacreno D
a-Bergamoteno
biciclogermacreno
a-Farneseno
Geranil linalol
(2)-a-damascona
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Esses resultados também foram observados com as gravioleiras, porém
com menor grau de similaridade entre os compostos (Tabela 3).

Plantas de A. squamosa no estagio florada apresentam 34 compostos
volateis, ja no estagio frutificado apresentaram 41 compostos, sendo18 destes
comuns a dois estagios.

De maneira geral, a composicdo quimica dos compostos organicos
liberados por plantas de A. squamosa € constituida alcoois, cetonas, ésteres,
aldeidos, terpenos e outros. Sendo a classe dos terpenos como majoritaria,
para os estagios fenolégicos florado e frutificado, respectivamente, com 41,2%
e 46,3% (Figura 12).

Figura 12- Principais classes quimicas de compostos encontradas nos extratos

de plantas de A. squamosa.

Planta Florada Planta Frutificada
17 29 98 73
49 9.8
177 21,9
412 46,3
= Alcoois = Cetonas = Esteres = Terpenos = Aldeidos = Qutros

Os extratos analisados de A. muricata no estagio florado apresentaram
uma maior variedade de constituintes quimicos quando comparado ao estagio
frutificado. Compostos comuns a ambos o0s estagios também foram
encontrados na composi¢cao quimica dos extratos de planta frutificada, como

podem ser observados na Tabela 3.
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Plantas de A. muricata no estagio florada apresentam 19 compostos
volateis, ja no estagio frutificado apresentaram 15 compostos, sendo 5 destes
comuns a dois estagios.

De maneira geral, a composicdo quimica dos compostos organicos
liberados por plantas de A. muricata € constituida alcoois, cetonas, ésteres,
aldeidos, terpenos e outros. Sendo a classe dos terpenos como majoritéria,
para os estagios fenoldgicos florado e frutificado, respectivamente, com 41,2%
e 46,7% (Figura 13).

Uma grande variedade de compostos alifaticos e aromaticos volateis é
encontrada em plantas, contendo alcool, aldeido, cetona, grupos funcionais de
acido ou éster. Esses compostos estdo geralmente presentes em
concentracfes mais baixas nas plantas (JOBICHEN; SELVANARAYANAN,
2019).

Tabela 3- Identificagcao dos compostos em extratos de A. muricata.

Planta Florada Planta Frutificada
1 3-hexen-1-ol B-farneseno
2 2-metil-2-ciclopentanona (E)-4,8-Dimetil-1,3,7-nonatrieno
3 Benzaldeido (E)-B-ocimeno
4 3-Metil-2-ciclopentanona 1-hexanol
5 a-pineno 2-Nonanona
6 (E)-B-ocimeno Acetado de butila
7 Acetofenona Cariofileno
8 (E) -4,8-Dimetil-1,3,7-nonatrieno Sabineno
9 Linalol Hexadecanoato de etila
10 Nonanal Geranil acetona
11 Salicilato de metila Hexanoato de metila
12 Decanal Linalol
13 Isoterpinoleno Octanoato de metila
14 Germacreno D Nonanal
15 Butanoato de butila y-terpineno
16 B-elemeno
17 Dodecanal
18 Cariofileno
19 Geranil acetona
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Figura 13- Principais classes quimicas de compostos encontradas nos extratos

de plantas de A. muricata.

Planta Florada Planta Frutificada
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= Alcoois = Cetonas = Esteres - Terpenos = Aldeidos

Os resultados obtidos com Silva (1999) corroboram para os estudos
quimicos realizados, destacando na identificacdo do estagio frutificado a
presenca da classe dos terpenos como majoritaria.

Os terpendides sdo de grande importancia na ecologia quimica, na
atracdo de polinizadores, na defesa das plantas e na interacdo com o meio
ambiente. Constituem a maior classe de volateis de plantas representados
principalmente por isopreno, monoterpenos e sesquiterpenos. (NAGEGOWNDA,
2010).

Idstein e colaboradores (1984) em seu estudo dos compostos volateis de
Annona cheriméia, identificaram 208 compostos volateis, incluindo
qualitativamente hidrocarbonetos, ésteres, alcoois, carbonilas e volateis de
diversas estruturas. Quantitativamente, alcoois, uma série de butanoatos e
ésteres constituiram a maior parte dos volateis.

Cheong et al. (2010) na analise por headspace dos compostos volateis
liberados pela graviola (A. muricata L.) identificaram um total de 35 compostos
volateis, compreendendo dezenove ésteres, seis alcoois, trés terpenos, dois

acidos, dois aromaticos, duas cetonas e um aldeido.
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Ekundayo (2011) em seu trabalho de revisdo sobre os constituintes
volateis das anonéaceas, identificou mais de duzentos compostos volateis em
Oleos essenciais presentes em diversas espécies de anoniceas. Estes
compostos sdo basicamente mono e sesquiterpenos, destacando: a-pineno, -
pineno, mirceno, B-ocimeno, limoneno, linalol e 1,8-cineol.

Fémeas de Lepidoptera da espécie Synanthedon scitula, sdo atraidas
para COVs emitidos por macas e os mesmos também continham em sua
composicdo compostos pertencentes a classe dos terpenoides, como por
exemplo, o a-bergamonteno (FRANK et al., 2011).

Andlises de volateis emitidos por frutos de péssego, hospedeiro de C.
molesta, revelaram a presenca de 22 compostos, incluindo acidos, aldeidos,
ésteres e terpendides, tais como 3-careno, cis-p-ocimeno, trans-cariofileno e a-
e P—farneseno (NATALE et al.,, 2003), também encontrados no presente
estudo.

Em seu estudo Mookherjee et al. (1990) mostraram que a composicao e
a quantidade de odores emitidos por flores quando colhidas eram
significativamente diferente daqueles quando as flores estavam na planta. Esta
observacdo corroborou para a adequacao da metodologia a ser empregada
nesse estudo.

O monoterpeno (E)-4-8-dimetil-1,3,7-nonatrino é emitido por muitas
plantas como uma resposta ao ataque de herbivoros. Também foi descrito
como sendo um atrativo para diversas espécies de insetos, entre 0s quais
machos e fémeas da mariposa da maca Cydia pomonella (KNIGHT; LIGHT;
TRIMBLE, 2011). J& foi identificado também em amostras obtidas a partir da
coleta de volateis de cachos de uva (TASIN et al., 2006).

Para a mariposa praga mundial da groselha preta, Synanthedon
tipuliformis, em respostas de Eletroantenografia, aos compostos produzidos por
cardos do Canada, Cirsium arvense (L.), as antenas responderam aos
compostos fenil acetadeido, salicilato de metila e salicilato de dimetila. O autor
indica que essa mistura de cairoménios, pode ser usada com o feroménio
sexual para fornecer uma opcéo de controle eficaz para essa praga (EL-
SAYED et al., 2016).

Li et al. (2019) em seu estudo com Phthorimaea operculella

(Lepidoptera: Gelechiidae) indicou que o nonanal, decanal e outros dois
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compostos poderiam estimular as fémeas acasaladas a depositarem mais
ovos. Em um trabalho de teste da resposta da mariposa Sitotroga cerealella
(Lepidoptera: Gelechiidae) aos compostos volateis liberados por sementes
de milho, por meio de EAG e testes comportamentais em tunel de vento.
Foram identificados dentre os compostos o nonanal, um outro aldeido, o
decanal e a geranil acetona. Os testes em EAG revelaram que todos os
compostos identificados desencadearam respostas nas antenas de machos e
fémeas de S. cerealella e os testes comportamentais em tunel de vento
revelaram que a mistura de volateis emitida por sementes de milho é
atrativa para machos virgens e fémeas acasaladas de S. cerealella (FOAUD
et al., 2013).

O composto nonanal encontrado em todos os estagios das plantas
de A. muricata e A. squamosa estudadas é um aldeido que quando
emitido pela planta pode tanto desencadear atratividade como repeléncia.
Experimentos realizados utilizando a técnica de EAG para verificar a
resposta da mariposa Cactoblastis cactorum (Lepidoptera: Pyralidae) aos
compostos liberados por Opuntia stricta (Cactaceae) perceberam que
dentre os compostos identificados, o nonanal desencadeou a segunda maior
resposta nas antenas dos machos (POPHOF; STANGE; ABRELL 2005).

As plantas liberam um grande numero de compostos volateis e a
utilizacdo do EAG, serve para selecionar os compostos candidatos para testes
comportamentais, pois o rastreamento desses volateis baseia-se na atividade

antenal.

6.3.4 Identicacdo dos compostos EAD's ativos dos extratos de plantas em
diferentes estagios preferenciais de A. squamosa e A. muricata.

Nas respostas obtidas nas andlises por CG-EAD foram identificados
compostos bioativos o p-Mirceno, B-ocimeno, benzoato de metila e o Linalol

para A. squamosa em estagio frutificado (Figura 14).
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Figura 14- Analise de CG/EAD dos extratos de A. squamosa no estagio

frutificado.
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Nota: 1-B-Mirceno, 2- 3-Ocimeno, 3- benzoato de metila e 4- Linalol.

Figura 15- Estruturas dos compostos identificados como EADSs ativos.
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6.3.5 Atratividade de fémeas acasaladas de C. anonella para as misturas

dos compostos EAG-ativos.

Os ensaios comportamentais permitiram avaliar a preferéncia pela fonte
de odor das fémeas acasaladas de C. anonella. Os tratamentos foram testados
frente ao extrato da planta de pinha no estagio frutificado. Para os tratamentos
na concentragdo de 1uL/mL ndo houve diferenca significativa das respostas
quando comparadas ao extrato da planta de pinha no estagio frutificado pelo

wilcoxon (p<0,05) (Figura 16).

Figura 16 - Atratividade de fémeas acasaladas de C. anonella para as
misturas (Concentragdo: 1uL/mL) frente ao extrato da planta de pinha no

estagio frutificado.

ns

ns ns ns
ns

MNurmero médio de
(Média £ E.P)

comportamentos exibidos

Ext M1 Ext M2 Ext M3 Ext M4 Ext M5
Tratamentos

Nota: Misturas (M1:B-Mirceno, B-Ocimeno, benzoato de metila e Linalol, M2:3-Mirceno, 3-Ocimeno e
benzoato de metila, M3: B-Mirceno, B-Ocimeno e linalol, M4: B-Mirceno, benzoato de metila e Linalol e
M5: B-Ocimeno, benzoato de metila e Linalol. ns—indica auséncia de diferenca estatistica significativa pelo

Teste de wilcoxon (p<0.05).

Para os tratamentos na concentragdo de 10uL/mL n&o houve diferenga
significativa das respostas quando comparadas ao extrato da planta de pinha

no estagio frutificado pelo wilcoxon (p<0,05) (Figura 17).
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Figura 17 - Atratividade de fémeas acasaladas de C. anonella para as
misturas (Concentracdo: 10uL/mL) frente ao extrato da planta de pinha no

estagio frutificado.

B -

Mumero médio de
comportarmentos exibidos
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Ext M1 Ext M2 Ext M3 Ext M4 Ext M5
Tratamentos

Nota: Misturas (M1:B-Mirceno, B-Ocimeno, benzoato de metila e Linalol, M2:3-Mirceno, 3-Ocimeno e
benzoato de metila, M3: B-Mirceno, B-Ocimeno e linalol, M4: B-Mirceno, benzoato de metila e Linalol e
M5: B-Ocimeno, benzoato de metila e Linalol. ns—indica auséncia de diferenca estatistica significativa pelo
Teste de wilcoxon (p<0.05).

A producdo de uma mistura altamente complexa de COVs pode ter
comecado com uma estratégia de defesa de plantas para depois evoluir para
também regular as interacdes planta-inseto (MAFEI, 2010).

A mistura de volateis emitidas pelas plantas desempenha um papel
crucial no reconhecimento do hospedeiro, na sua aceitacdo ou rejeicdo e nas
respostas comportamentais subsequentes por meio do inseto, respostas
diferentes podem ocorrer para uma mistura de compostos em comparagdo com
componentes individuais (BRUCE; PICKETT, 2011).

Compostos volateis de plantas foram identificados como mediadores na
atracdo de fémeas de algumas espécies de lepidopteras para plantas
hospedeiras, tais como Cydia pomonella (KNIGHT; LIGHT; TRIMBLE, 2011),
Synanthedon scitula (FRANK et al., 2011), Phthorimaea operculella (LI et al.,
2019), entre outras.

No trabalho descrito por Backman et al., (2001) as respostas antenais
das fémeas da mariposa Cydia pomonella aos volateis de ramos de maca com

frutos verdes foram registrados por eletroantenografia acoplada a
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espectrometria de massas, respondendo fortemente aos compostos 4,8-dimetil-
1,3 (E), 7-nonatrieno, linalol, B-cariofileno, (E)-B-farneseno, germacreno D, (Z,
E) -a-farneseno, (E, E) -a-farneseno, germareno D e salicilato de metila
(BACKMAN et al., 2001).

ANDERSEN e colaboradores (1987) em seu trabalho com a mariposa
broca de pessegueiro (Synanthedon pictipes) identificaram, por GC-MS volateis
de dois cultivares de péssego, revelando uma mistura complexa composta de
alcoois, ésteres, cetonas, acidos aromaticos, fenois, aldeidos alifaticos e acidos
alifaticos. Nas respostas do EAG utilizando as antenas das fémeas, o0s
compostos que se mostraram mais ativos foram o guaiacol, o benzoato de
metila e a 1-fenil-1,2 propanediona. No presente estudo de atratividade de
fémeas de C. anonela a volateis de Annona, as analises por CG-EAG
revelaram quatro compostos como sendo bioativos, dentre eles o benzoato de
metila.

Na investigacdo da atracdo de fémeas de lepiddptera C. nigricana para
volateis de flor de erviiha em um tunel de vento e em campo, foram
identificados 27 volateis de plantas de ervilha. Uma mistura de quatro
compostos compreendendo hexan-1-ol, (E) -2-hexen-1-ol, (Z) -B-ocimeno e (E)-
B-ocimeno foi atrativa para as fémeas de C. nigricana. Os autores sugerem que
os dois isbmeros de B-ocimeno sdo fundamentais para a localizacdo do
hospedeiro pela mariposa, e tendo importancia secundaria, o hexan-1-ol e (E)-
2-hexen-1-ol (THOMING; KNUDSEN, 2014). A localizacdo do hospedeiro é de
fundamental importancia para fémeas de C. anonella, pois elas sdo atraidas
primeiramente para suas plantas hospedeiras, e entdo liberam o feroménio

sexual.

6.4 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos no estudo, conclui-se que a
emissdo dos COVs das plantas, sdo moléculas de sinalizagdo muito potentes
que evoluiram para atender a multiplas funcdes.

A C. anonella, é atraida preferencialmente para extratos de A. squamosa
e A muricata no estagio frutificado, ndo havendo estatisticamente preferéncia

entre eles.
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Compostos volateis emitidos por plantas de pinha e graviola
demonstraram um perfil quimico semelhante em termos qualitativos para os
diferentes estagios fenotipicos.

Nas respostas obtidas nas analises por CG-EAD foram identificados os
compostos bioativos -mirceno, p-ocimeno, benzoato de metila e o Linalol para
A. squamosa em estagio frutificado.

A mistura 1 (na concentracdo de 1uL/mL), composta por B-mirceno, B-
ocimeno, benzoato de metila e linalol, foi responsavel por uma maior

atratividade de fémeas de C. anonella.
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7. Capitulo IV - Formulacao eficaz na atracdo de machos virgens de C.

anonella, BASEADA NA COMBINACAO SINERGICA DE EXTRATOS DE

PLANTAS FRUTIFICADAS DE Annona squamosa COM O FEROMONIO
SEXUAL DE FEMEAS DE C. anonella
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FORMULACAO EFICAZ NA ATRACAO DE MACHOS VIRGENS DE C.
anonella, BASEADA NA COMBINA(;AO SINERGICA DE EXTRATOS DE
PLANTAS FRUTIFICADAS DE Annona squamosa COM O FEROMONIO

SEXUAL DE FEMEAS DE C. anonella

RESUMO

Dentre os problemas fitossanitarios que acometem as plantas de Annona
squamosa, a incidéncia de pragas € um dos principais fatores de reducdo da
sua produtividade. A broca Cerconota anonella é uma das principais pragas
gue ocasiona graves danos a esta cultura e a auséncia de uma forma de
controle especifica para machos dessa espécie contribui para o aumento dos
danos econdmicos decorrentes da infestacdo deste inseto nos plantios
comerciais desta frutifera. A presente estudo objetivou verificar a associacdo
do extrato frutificado de A. squamosa com o feromoénio sexual na
potencializacdo da atracdo de machos virgens. Os resultados obtidos
demostraram a sinergia existente na formulagdo da mistura na proporcdo de
(1:1) entre os componentes do feromoénio e 0s constituintes quimicos presentes
no extrato da fase frutificada. Estes resultados demonstram, pela primeira vez,
a evidéncia de sinergia entre os volateis produzidos por fémeas e aqueles
liberados pela planta hospedeira Annona squamosa na atracdo de machos
virgens coespecificos, podendo ser utilizado em estratégia de controle,
baseada na atracdo de machos virgens de C. anonella, visando diminuir o
namero de acasalamentos e, consequentemente reduzir os danos causados
por este inseto nos plantios comerciais de A. sqguamosa, em virtude da

diminuicdo da populagéo desta praga.

Palavras-chave: Potencializacdo; Cairomonio; Frutificada.
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7.1 INTRODUCAO

A familia das anonaceas compreende um grupo de frutiferas de
importancia econbmica em varios paises, dentre eles o Brasil, pois suas
plantas apresentam frutos que possuem altos precos nos mercados nacional e
internacional. Além de serem estudadas por diversas areas do conhecimento
devido a sua aplicabilidade no ramo medicinal e industrial.

No primeiro trimestre de 2020, o Brasil exportou mais de 234 mil
toneladas de frutas segundo a ABRAFRUTAS (2020). Dentre as frutiferas
cultivadas em solo brasileiro, a pinheira (Annona squamosa L) destaca-se
devido ao excelente sabor do seu fruto, que € muito utilizado na elaboracao de
purés, sorvetes, musses, iogurtes e sucos (RIBEIRO et al., 2008; ARAUJO et
al., 2008).

Dentre os problemas fitossanitarios enfrentados por esta anonacea, a
incidéncia de pragas € um dos principais fatores de redugcdo da sua
produtividade. A broca-do-fruto (Cerconota anonella) é considerada uma das
mais nocivas pragas devido aos danos que causa a esta cultura, pois além de
depreciar a qualidade dos frutos (devido a alimentacdo da polpa pelas
lagartas), ainda facilita a entrada de varios organismos oportunistas (fungos e
bactérias) no interior dos frutos (BRAGA SOBRINHO, 2014).

Devido a caréncia de informacdes e a ndo existéncia de produtos
oficialmente registrados no MAPA em relacdo ao controle dessa broca em
pinheiras, faz-se necesséario a utilizagdo de métodos alternativos, como é o
caso do emprego de semioquimicos como cairoménios e feroménios, que
venham a suprir esta lacuna (BURT, 2004; REDDY; GUERRERO, 2004).

Estudos comprovam a importancia da relacdo dos insetos herbivoros
frente com seus respectivos hospedeiros. Essa integracdo pode gerar
mudancas fisiologicas e/ou estimular comportamentos especificos nos insetos,
tais como alimentacdo, acasalamento e oviposi¢do. Isso se deve as interagdes
estabelecidas entre os ferombnios produzidos pelos insetos e o0s aleloquimicos
liberados pela planta hospedeira (LANDOLT; PHILLIPS, 1997).

Os compostos volateis presentes nas plantas hospedeiras podem
desencadear uma atragcdo mais acentuada em insetos quando liberados em

associagdo com o ferombnio sexual. Esta combinagdo pode resultar em
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sinergismo, uma vez que a resposta desencadeada no organismo receptor €
maior do que a observada quando o feromoOnio sexual ou 0s compostos
volateis da planta hospedeira sédo testados separadamente. A sinergia entre 0s
semioquimicos de plantas e o ferombnio sexual pode conferir ao inseto um
maior sucesso no acasalamento, desempenhando, provavelmente, um papel
importante no isolamento reprodutivo (REDDY; GUERRERO, 2004).

Os compostos voléteis liberados por plantas e frutos hospedeiros afetam
diretamente no comportamento de busca e reproducdo de machos e fémeas de
lepidopteros, atuando como sinalizadores que orientam fémeas para locais de

oviposi¢do e os machos virgens para os sitios de acasalamento (Figura 1).

Figura 1- Esquema da interacao de C. anonella pelos semioquimicos.

Fonte: Autor, 2020.

A utilizacdo dos semioquimicos no controle de insetos-praga tem como
principal entrave a liberacdo destes compostos, visto que eles apresentam alta

volatilidade, fazendo com que seja necessario a determinacdo de parametros
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especificos, como a taxa de liberacdo ou a composicdo do atraente, para
garantir a efetividade na atracao.

Os semioquimicos devem ser impregnados em materiais conhecidos
como liberadores, que apresentam a propriedade de liberar os compostos a
uma taxa relativamente constante, durante o periodo de captura do inseto-alvo,
0 que pode variar de alguns dias a diversos meses (EVALDO F.; DELLA
LUCIA,1987).

Dentre os liberadores utilizados, a quitosana é um biopolimero
promissor, de origem natural, proveniente da desacetilacdo da quitina, um
polissacarideo presente no exoesqueleto de animais como crustaceos,
moluscos e insetos (SONIA; SARMA, 2011). A quitosana pode ser utilizada em
um processo denominado de microencapsulacdo, promovendo uma camada
polimérica que isola ou protege os compostos bioativos, atuando como uma
barreira contra os diversos fatores ambientais, que podem vir a liberar o
material sob condi¢cdes especificas e, ainda, em taxas controladas de
velocidade e de quantidade (JANSSON-CHARRIER et al., 1996; HEUSKIN et
al., 2011).

O presente trabalho se prop6s a investigar a existéncia de sinergismo
entre o feromdénio sexual liberado por fémeas virgens de C. anonella e os
compostos volateis liberados pela planta hospedeira, na atracdo de machos de
C. anonella, visando a obtencdo de uma ferramenta eficaz na atracdo de
machos coespecificos, para minimizar o problema enfrentado pelos produtores
destes frutos, no que se refere ao ataque da praga em questdo, pelo uso de

uma formulac¢édo contendo a mistura destes semioquimicos.

7.2 MATERIAIS E METODOS

7.2.1 Coleta e armazenamento dos frutos infestados para obtencdo dos
insetos adultos

Frutos infestados com lagartas da broca-dos-frutos, C. anonella foram
coletados no municipio de Coruripe-AL (10°09'54”S; 36°21°07”W) e levados
para o0 laboratorio de Ecologia Quimica, do Instituto de Quimica e
Biotecnologia, da Universidade Federal de Alagoas (UFAL). Os frutos maduros

e verdes, com sinais de infestagdo da praga C. anonella, foram armazenados
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em gaiolas de madeira (30 cm de largura x 30 cm de comprimento x 30 cm de
altura) com as laterais cobertas por tela de material plastico, para facilitar a

ventilagao.

7.2.2 Manutencéo dos Insetos

Os frutos infestados foram utilizados para a remocao das lagartas de C.
anonella. Com o auxilio de luvas e pincas, as lagartas foram individualmente
retiradas e mantidas em placas de Petri de acrilico contendo dieta artificial de
realimentacdo, sendo mantidas em laboratério para criacdo até obtencdo das
pupas. A dieta para a alimentagcdo das lagartas foi constituida pelos seguintes
ingredientes: gérmen de trigo, cloridrato de colina, sais de Wesson, é&cido
ascorbico, farelo de soja, acucar, nipagin, acido sorbico, agar-agar, solucéo
vitaminica, formol, ambrasinto, vita gold e &gua destilada e foi preparada
conforme metodologia j4 estabelecida (Silva, 2004). No estagio de pupa,
fémeas e machos foram sexados com o auxilio do microscépio, baseado na
presenca de poro genital, presente em machos e, ausente em fémeas. Em
seguida, foram colocadas em placas forradas com algoddo umedecido com
agua destilada e uma solucdo de sulfato de cobre a 1%, cobertas com papel
filtro e mantidas em camara de vidro (9 cm de largura x 16 cm de comprimento
x 9,5 cm de altura) devidamente etiquetadas, onde se encontrava um recipiente
de vidro contendo o alimento (solugcdo de mel em agua a 10%). Apés a
emergéncia dos insetos adultos, fémeas e machos virgens foram colocados em
camaras de vidro (9 cm de largura x 16 cm de comprimento x 9,5 cm de altura)
devidamente identificadas, contendo alimento. Os machos virgens foram
utilizados em bioensaios posteriores. Este procedimento ocorreu em sala
climatizada (24,1°C + 1,2 e 65% UR % 1,9), com fotoperiodo invertido
(12h:12h), no horario das 8h as 12h.

7.2.3. Obtencao das Plantas

As plantas utilizadas nos experimentos foram pinheiras (A. squamosa)
no estagio frutificado cultivadas pelo Laboratério de Biologia vegetal BIOVEG -
CECA-UFAL, situado no Campus Delza Gitai, no municipio de Rio Largo,
Alagoas (7°27°57’S; 34°50’1”W).
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7.2.4 Obtencao dos extratos das plantas de pinha frutificada

Os extratos de plantas de A. squamosa, no estagio frutificado, foram
obtidos pelo uso da técnica de aeragdo, também conhecida como headspace
dindmico, utilizando sacos plasticos, hermeticamente fechados, contendo em
uma das extremidades (entrada) um tubo com carvao ativo, que serviu como
filtro para purificar o ar que entrava no sistema, e na outra extremidade (saida)
existia um segundo tubo contendo um polimero adsorvente, neste caso, 150
mg de Tenax® (Supelco, didametro poroso de 60-80 mesh), para adsorver as
substancias volateis liberadas pelas plantas. Uma bomba de ar foi conectada
na extremidade contendo o tubo de carvao ativado e a corrente de ar (filtrada
com carvao ativo) que entrava, passava no interior do saco e seguia em
direcdo ao tubo contendo o adsorvente (Tenax® TA). A aeracéo foi processada
por um periodo de 24 horas.

Os compostos volateis liberados pelas plantas foram dessorvidos da
superficie do adsorvente, Tenax®, através da passagem de 1mL de hexano
(CeH12) bidestilado (Sigma- Aldrich, grau HPLC). Os extratos foram
armazenados em ampolas com capacidade de 2 mL. Em seguida, as ampolas
foram seladas, identificadas e mantidas em freezer para uso posterior nos

bioensaios comportamentais.

7.2.5 Obtencao de extratos de glandulas abdominais de C. anonella

Dez fémeas virgens de C. anonella, com idade variando entre 2-3 dias e
apresentando o comportamento de chamamento, foram retiradas das gaiolas
de manutencdo e levadas ao freezer (-5°C) localizado no Laboratério de
Ecologia Quimica (IQB-UFAL), durante 5 minutos, para fins de imobilizacédo e
de manutencédo das condicdes fisioldgicas da glandula produtora do feroménio.
Ao término desse periodo, as fémeas foram retiradas do freezer e, com auxilio
de um bisturi, o sétimo e oitavo segmentos abdominais de cada fémea foram
cortados e mantidos em uma cuba de vidro, onde permaneceram em contato
com 100 pL de hexano por cerca de 30 segundos. Durante todo o processo de
preparacao dos extratos, a cuba foi mantida imersa em gelo, a fim de evitar a
evaporacao do solvente. Com o auxilio de uma pipeta de Pasteur, o extrato
obtido foi transferido para um tubo, tipo vial, anteriormente identificado e levado

ao freezer para posterior utilizagdo nos bioensaios (Figura 2).
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Figura 2- Fluxograma para a obteng&o dos extratos de glandulas produtoras de

feromoénio sexual.

Fonte: Autoria propria (2020)

7.2.6 Obtencéao das formulacGes dos extratos e mistura

As formulacdes foram preparadas utilizando 10 pL dos extratos
individuais/mistura adsorvidos em 10 mg do substrato biopolimérico quitosana,
por um periodo de 24 horas, em uma sala com temperatura controlada (25°C),
as quais foram colocadas em eppendorfs e testadas posteriormente com

machos virgens de C. anonella.

7.2.7 Ensaios de laboratério com as formulacdes

Para avaliar os comportamentos exibidos por machos virgens de C.
anonella, os bioensaios foram conduzidos em sala climatizada, com
temperatura média de 26,2°C e umidade relativa média de 40%, do laboratoério
de Ecologia Quimica (UFAL), durante a escotofase, no periodo das 8:00 as
12:00 h. Foram utilizados machos virgens de C.anonella, com idade variando
entre 2 a 5 dias, utilizando um ofatbmetro com Tubo bifurcado acoplado a
ampla area de monitoramento retangular, que é formado por um conjunto geral
composto de uma tampa (comprimento 19,5 cm x largura 13,2) para entrada de
ar, um tubo bifurcado tipo Y (54,2 cm de comprimento x 23 cm de largura)
composto por dois bragcos, onde cada braco apresenta uma entrada para
amostra (diametro de 14 cm). Acoplado a esse tubo bifurcado ha uma area de
monitoramento retangular-arena confeccionada em acrilico transparente
(comprimento 19,5 cm x largura 13,2), apresentando de um lado duas saidas

circulares que servem como conexao para as bifurcagdes do tubo e do outro
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lado uma entrada provida de uma tampa em material de malha e elastano,
destinada a insercdo dos insetos e uma bomba para introducdo de ar no
interior do olfatbmetro, o qual foi purificado mediante passagem prévia em filtro
de carvao ativo. Pelo fato dos bioensaios serem realizados no escuro, 0s
mesmos foram conduzidos com auxilio de uma luz vermelha, para visualizacéo
do comportamento do inseto.

As formulagdes testadas foram adicionadas em um dos bragos do
sistema do “Y”, e foram substituidos a cada bioensaio. A formulacido foi
considerada preferencial, quando atraiu 0s insetos ou provocou algum
comportamento especifico (antenacdo, voo curto e/ou voo longo orientado) em
direcdo ao mesmo. As posicOes dos tratamentos foram alteradas entre os
bracos do olfatbmetro para evitar qualquer efeito tendencioso de habituacéo.

Nos bioensaios foram testadas as seguintes formulacdes (tratamentos):
extrato de glandulas produtoras de feroménio sexual extraidas de fémeas
virgens de C. anonella, extrato de planta de A. squamosa no estagio frutificado,
a mistura constituida pelo extrato contendo o feromonio sexual e o extrato de
A. squamosa no estagio frutificado na proporcdo de 1:1 e hexano (controle).
Foram realizadas 12 repeticbes para cada tratamento, utilizando um macho

virgem em cada repeticdo, com periodo de observacdo de 15 minutos.

7.2.8 Andlises estatisticas

Os dados obtidos nos bioensaios foram analisados primeiramente com a
finalidade de verificar os pressupostos paramétricos de normalidade e
homogeneidade das variancias dos tratamentos. Uma vez que 0s parametros
de normalidade ndo foram atendidos, o teste ndo-paramétrico de Wilcoxon
(P<0,05) foi aplicado a fim de verificar quais tratamentos influenciaram no
comportamento de atratividade para fémeas acasaladas e machos virgens.

Todas as analises estatisticas foram executadas no programa Origin 8.
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7.3 RESULTADOS E DISCUSSOES

7.3.1 Resposta de machos de C. anonella para extratos da planta de A.
squamosa, extratos de feromdnio sexual e misturas contendo os dois
extratos

Nos bioensaios, foi identificado em machos virgens de C. anonella os
comportamentos de antenacgéo, voo curto e voo longo orientado para a fonte de
odor e toque e permanéncia na fonte de odor na presenca dos extratos: das
plantas estagio de maturacao frutificado, de feromdnio e da mistura (planta no
estagio de maturagéo frutificado e feromonio, na proporgéo de 1:1).

Com excecao do hexano, machos virgens de C. anonella foram atraidos
para todos os tratamentos testados, exibindo os comportamentos de
antenacao, voo curto e voo longo orientado para a fonte de odor, pouso e
permanéncia na fonte de odor (Figura 1). Dentre os tratamentos, um maior
namero de machos foi atraido para a mistura constituida pelo extrato contendo
o ferombnio sexual e o extrato de A. squamosa no estagio frutificado na
proporcao de 1:1, como pode ser visto na Figura 3.

Comparando-se as respostas dos machos para os extratos testados,
constatou-se a preferéncia destes pela mistura constituida pelo extrato
contendo o feroménio sexual e o extrato de A. squamosa no estagio frutificado
na proporcao 1:1, seguida do extrato contendo o feroménio sexual de fémeas

virgens de C. anonella (Figura 4).
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Figura 3- Atratividade machos para extratos de pinheira, feromonio, mistura
(extratos de pinheira + feromonio) e o hexano.
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gue houve diferenca estatistica significativa pelo teste de Wilcoxon (p<0,05).

Figura 4- Atratividade preferencial de machos para extratos de pinheira,
feromonio e mistura (extratos de pinheira + feromonio).
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Segundo Wang (2008), os semioquimicos mais importantes para 0s
insetos sdo os compostos volateis da planta hospedeira e os feroménios
liberados pelos insetos, visto que a combinacdo destes (efeito sinérgico) pode
modular o seu comportamento.

Alguns volateis ativos de plantas tém um efeito sinérgico com
feromoOnios sexuais ou agem como repelentes de insetos que sao aplicados
para controlar pragas de insetos no campo (LIGHT et al., 1993; RICHARD;
THACKER; TRAIN, 2010).

Os insetos produzem ou liberam feroménios sexuais em resposta a
sinais especificos da planta hospedeira e as substancias volateis oriundas de
plantas hospedeiras frequentemente potencializam (efeito sinérgico) a resposta
de um inseto aos feromonios sexuais. As interacdes entre semioquimicos da
planta hospedeira e feromoénios dos insetos foram reconhecidas como um
sistema de comunicacao essencial dentro das espécies (REDDY; GUERRERO
2004).

Quando comparados aos feroménios sexuais de lepiddpteros que atuam
especificamente, atraindo apenas machos coespecificos; os volateis de plantas
exercem a vantagem de influenciar as fémeas de insetos, promotoras dos
danos causados as plantas hospedeiras e principal alvo de controle no manejo
de pragas (LI et al., 2017; MECHABER et al., 2002, ). Os volateis das plantas
podem ser empregados em estratégias eficientes de protecdo de culturas por
atuarem de forma especifica e ndo serem pejudiciais para 0 meio ambiente.

O perfil dos volateis liberados pelas plantas pode mudar conforme a
variedade e estagios fenolégicos da planta hospedeira, podendo ser:
vegetativo, florado ou frutificado (HARE, 2011; ZHU; PARK, 2005).

Os volateis da planta hospedeira também podem provocar um efeito
positivo sobre o comportamento de insetos que determina o nivel de
especializacdo entre eles. Este efeito pode resultar em sinergismo em que a
resposta para a mistura do feroménio sexual e os compostos volateis da planta
€ maior do que quando se leva em consideracéo os resultados de atracdo para
cada um dos extratos que compde a mistura com acao sinérgica (REDDY;
GUERRERO, 2004).

As respostas dos machos de C. anonella decorrente da interacéo entre o

ferombnio sexual e o extrato da pinheira é de grande relevancia em estudos
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relacionados ao uso de semioquimicos. As respostas olfatorias de lepidopteros
para odores de plantas s&o conhecidas por serem muito importantes na
localizacdo do hospedeiro. Assim, uma mudanca de hospedeiro ou estagio
fenologico envolve uma alteracdo na preferéncia pelo mesmo (THOMPSON;
PELLMYR, 1990), podendo aumentar ou diminuir a atracao.

Machos e fémeas de Anaglyptus subfasciatus (Cerambycidae), pragas
florestais mais prejudiciais do Japéo, sdo atraidos pelo cedro japonés e pelo
cipreste japonés para alimentacdo. A mistura de acetato de metilfenila, um dos
constituintes florais do hospedeiro, com o feroménio sexual liberado pelos
machos foram significativamente mais atraentes para as fémeas do que o
feromonio ou o éster sozinho (NAKAMUTA et al., 1997).

No momento em que se detecta um parceiro, o sistema olfativo do inseto
€ confrontado ndo apenas com feromdnios sexuais, mas também pela
presenca de odores de fundo, como € o caso dos volateis de plantas
(REISENMAN; LEI; GUERENSTEIN, 2019).

Os estudos conduzidos por Varela et al. (2011), utilizando uma mistura
contendo cinco compostos volateis presentes no pessegueiro, para determinar
se os volateis da planta hospedeira em associacdo a mistura sintética de
feromobnio sexual potencializavam comportamentos exibidos por machos da
mariposa da maca, Grapholita molesta em condicdes de laboratorio,
demonstraram que, quando estes compostos volateis sdo associados ao
feromonio sexual das fémeas desencadeiam um aumento da atratividade de
machos desta espécie para a mistura testada, evidenciando a sinergia entre 0s
constituintes quimicos presentes na mistura testada.

A demonstracdo da potencialidade da atracdo sexual induzida pela
combinagao do feromoénio sexual de um inseto em particular com os odores do
hospedeiro pode servir para a obtencdo de iscas eficazes para uso em
armadilhas para o manejo de pragas de insetos. Iscas baseadas apenas em
ferombnios sintéticos tém pouca probabilidade de serem competitivas com
sinais provenientes de alimentos ou plantas (REDDY; GUERRERO, 2004).

Tem sido bastante difundida a pesquisa com semioquimicos, pois
apresenta vantagens importantes do ponto de vista ambiental, principalmente
por apresentar alta especificidade, carater atdéxico e eficacia em baixas
concentracoes (PIRES, 2013).
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7.4 CONCLUSOES

A formulagcdo da mistura (planta no estdgio de maturacdo frutificado e
feromdnio) apresentou acdo sinérgica, quando testados com machos virgens
de C. anonella. A mesma € inteiramente ecoldgica, pois sdo substancias
produzidas e utilizadas pelo proprio inseto e dessa forma agem
especificamente sem interferir em organismos nao alvos.

E economicamente viavel, devido ao seu baixo custo com relagdo a mao
de obra utilizada para a aplicacdo, ambientalmente correta, pode ser aplicado
no desenvolvimento de iscas formuladas a base de extrato de A. squamosa no
estagio frutificado e de feromdnio sexual para a captura de fémeas acasaladas
e machos virgens de C. anonella, visando minimizar os seus impactos nessa
cultura.

Surge como uma nova possibilidade para uso no controle por
comportamento da praga em estudo, podendo servir, como mais um método
para ser agregado ao Manejo Integrado de Pragas (MIP), principalmente para
diminuir o numero de acasalamento e, consequentemente promover a
diminuicdo da populacdo deste inseto-praga em plantios comerciais de A.

squamosa e A. muricata.
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8 CONCLUSAO GERAL

Em resultado a tudo que foi exposto, este trabalho forneceu informacdes
Uteis para o estudo da biotecnologia, biologia, quimica e ecologia do
Lepidoptera C. anonella, buscando entender melhor os mecanismos
relacionados ao controle de pragas.
- Pelo levantamento patentario, foi possivel perceber claramente a
desaceleracdo das patentes, quanto a evolugdo dos artigos publicados.
Servindo como indicativo para a baixa producdo de produtos com cunho
tecnolégico com aplicacdo efetiva para a sociedade.
- Através das anadlises das sensilas foi evidenciada a diversidade estrutural
presente na formacdo nas antenas das fémeas, responsavel pela alta
sensibilidade do sistema olfativo desse inseto.
- Por meio da extracdo do DNA constatou-se a especificacdo da espécie para o
género Cerconota, evidenciando ser anonella. Estudos posteriores merecem
mais aten¢do quanto a diversidade desta praga integrado aos COV’s.
- Pelos estudos comportamentais, quimicos e eletrofisiologicos foi possivel,
respectivamente, identificar os estagios florado e frutificado como preferencias,
diversas classes de compostos foram evidenciadas destacando a classe dos
terpenos como majoritaria, entre as classes de compostos que eliciaram
respostas nas antenas das fémeas encontram-se 0s terpenos, ésteres, cetona
e aldeido.
- Foi constatado o sinergismo para o extrato da mistura (planta no estagio de
maturacao frutificado e feromonio), quando testados com machos virgens de C.

anonella.
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9 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Diante dos resultados obtidos até agora neste trabalho, faz-se
necessario a continuidade aos estudos, refazendo as analises para plantas de
A. squamosa em estagio frutificado, utilizando os compostos identificados
visando realizar bioensaios em laboratério e campo, utilizando os compostos
individuais e formulacdes de diferentes propor¢cbes e concentracbes dos

compostos identificados como bioativos.
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Registro MT90069 do sequenciamento de DNA, depositado no GenBank.

Cerconota anonella voucher AL219005 cytochrome c oxidase subunit | (COX1)
gene, partial cds; mitochondrial

GenBank: MT900609.1

FASTA  Graphics

LOCUS MTI00608 €53 bp DMR linear INV 24-AUG-2020
DEFINITICHN Cerconota anonella woucher AL2159005 cytochrome c oxidase subunic I

(CCX1) gene, partial cds; mitochondrial.
LCCESSICHN MT300609

VERSICH MTI00609.1
HEYWORDS .
SCURCE mitochondrion Cerconota ancnella

CRGANISM Cerconcota anconella
Eukaryota; Metazoa: Ecdysozoar Arthropodar Hexapoda; Insectar
Pterygota; Neoptera; Holometabola; Lepidoptera; Glossata; Ditrysia;
Gelechioidea; Elachistidae; Stenomatinae; Cerconcta.

REFERENCE 1 (bases 1 to &53)

AUTHORS Da 5ilva,Rd.C.C., Do Nascimento,R.R., Ribeiro-Junior,K.A.L. and
Santana,A.E.G.

TITLE Extraction and characterization of kairomones from host fruits for

Cerconota anconella

JOURNAL Unpublished

REFERENCE 2 [bases 1 to &533)

AITHORS Da 5ilva,R.C.C., Do Nascimento,R.R., Rikeiro-Junior,K.&.L. and
Santana,i.E.G.

TITLE Direct Submission

JOURNAL Submitted (18-AUG-2020) LPQRN/CECA, Universidade Federalde Rlagoas,
Lv. Lourival Melo Mota, 5/H, Maceio, ALAGOLS 570720900, Brazil

COMMENT $#Lssembly-Data-START#E
Sequencing Technology :: Sanger dideoxy sequencing
$#h=senbly-Data-END##
FEALTURES Location/Qualifiers
source 1..6853

forganism="Cerconota anonella™
forganelle="mitochondrion"

/mol_type="genomic DNA"

/host="Annona muricata"
fspecimen_vauchex="AL219005"
fdb_xref="taxon:2595463"

fsex="male"

Jfoountry="Brazil: Coruripe"

/lat lon="10.100 S 36.366 W"
fcollected_by="Rita de Cassia Correia da Silva™
fnote="PCR_primers=fwd_namﬂ: LepF, rev_name: LepR"

<l..>653
Jgene="COX1"
co3 <l..»65%

/gene="COX1"
/codon_start=2
ftxansl_table=§
/product="cytochrome c oxidase subunit I"
fprotein id="QNHESTTT7.1"
ftranslation="FIFGIWAGMLGTSLSLLIRAELGNPGSLIGDDRIYNTIVIAHAF
IMIFFMVMPIMIGGFGNWLVPLMLGAPDMAFPRMNNMSFWLLEPSLTLLISSSIVESG
AGTGWIVYPPLSSNIAHGGSSVDLATFSLHLAGISSILGATINFITTIINMRLNNLSFD
QMPLFVWAVGITALLLLLSLEPVLAGATTMLLTDRNLNT SFFDPAGGGDPILYQHLEW"
CRIGIN
1 ttttattttt ggaatttgag caggaatact tggaacttcc cttagtttat taattcgago
61 tgaattaggt aaccctggot ctottattgy tgatgatcaa atttataata ctattgtaac

121 agctcatgea ttocattataa ttttttttat agtaatacct atcataattg gaggatttgg

181 aaattgatta gtcccattaa tactaggagc ccctgatata gotttcccac gaataaataa

241 tataagattt tgattgcttc ccccttcatt aactctttta atttcaagta gaattgttga

301 aagaggagct ggaactggbt ggacagttta toccocttta tcottcaaata ttgooccacgdg

36l aggaagatcc gtagatttag caattttttc tottcattta gotggaattt cttocaatttt

421 aggggcaatt aattttatta caactattat taatatacgt cttaataatt tatcatttga

481 tcaaatacct CLatTLLgLit gagcagtagg aattacaget cttttattac ttotgtbocct

541 ccctgtatta goctggagcta ttactatact ccttacagat cgtaatttaa atacttcatt

601 tttogaccca gotgggogty gagatccaat totttaccaa catttattot gat
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Registro MT900610 do sequenciamento de DNA, depositado no GenBank.

Cerconota anonella voucher AL219006 cytochrome c oxidase subunit | (COX1)
gene, partial cds; mitochondrial
GenBank: MT900610.1

FASTA Gra

LOCUS
DEFINITION

RCCESS5ION
VERSICH
KEYWORDS
SOURCE
ORGAMNISM

REFERENCE
BAUTHORS

TITLE

JOURNAL

REFERENCE

LUTHORS

TITLE
JOURNAL

CCHMMENT

FERTURES
SOUrc

CRIGIN

6l
121
is1
241
301
361
421
481
541
601

£/

phics

MTS00610 640 bp DHA linear INV 24-R0G-2020
Cerconota anonella woucher ALZ1900&6 cytochrome c oxidase subunit I
(COX1) gene, partial cds; mitochondrial.

MTS00610

MT200610.1

mitochondrion Cerconota anonella

Cerconota anonella

Eukarvota; Metazoa; Ecdysczoa; Arthropoda; Hexapodar; Insectas
Prerygota; Neoptera; Holometabola; Lepidopterar Glossatar Ditrysiar
Gelechioidea; Elachistidae; Stenomatinae; Cerconota.

1 (base=s 1 to &40)

Da S5ilva,Rd.C.C., Do Nascimento,R.R., Ribeiro-Junior,K.&.L. and
Santana, f.E.G.

Extraction and characterization of kairomones from host fruits for

Cerconota anonella
Unpublished
2 (bases 1 to &40}
Da Silva,Rd.C.C., Do Nascimento,R.R., Ribeiro-Junior,K.A.L. and
Santana,4.E.G.
Direct Submission
Submitted (18-AUG-2020) LEQRMN/CECA, Uniwversidade Federalde Alagoas,
Lv. Lourival Melo Mota, S5/H, Maceio, RLAGOAS 570720900, Brazil
$#Lssenbly-Data—START##
Sequencing Technology :: Sanger dideoxy =segquencing
$#hssembly-Data-END##
Location/Qualifiers
=] 1..640
forganism="Cerconota anonella™
forganelle="mitochondrion"
/mol_type="genomic DNA"
/host="Annona muricata™
Ispecimen_vouchex="AL2l9006"
J/db_xref="taxon:2595460"
Ssex="males"
fcountry="Brazil: Coruripe"
flat lon="10.100 5 36.366 W"
Icallected_by="Rita de Cassia Correia da Silva™
fnate="PCR_primEIs=fwd_namE: LepF, rev_name: LepR"

<l1..>640
Jgene="COX1"
<l1..>640

Jgene="COX1"

/feodon_start=1

/transl_table=5

/product="cytochrome c oxidase subunit I"

/protein_ id="QNHEITTE.1"
/translation="IWAGMLGTSLSLLIRAELGNEGSLIGDDQIYNTIVIAHAFIMIF
FMVMEIMIGGFGNWLYVEFLMLGAPDMA FERMNNMSFWLLFESLTLLISSSIVESGAGTG
WIVYPPLSSHNIAHGGSSVDLAIFSLHLAGISSILGAINFITTIINMRLNNLSFDQMPL
FVHAVGITALLLLLSLEVLAGATTMLLT DENLNT SFFDEFAGGGDEILYQHLEW"

atttgagcag gaatacttgg a2acttccctt agtttattaa CLCgagctga attaggtaac
cctggoctctc ttattggtga tgatcaaatt tataatacta ttgtaacage tcatgoattc
SCTACE3TLT TLCCCATAQT Aatacctatc Ata3ttggag gatttggaaa TLgattagtc
ccattaatac taggagocccc tgatatagct ttcccacgaa taaataatat aagattttga
ttgottococ cttcattaac tottttaatt tcaagtagaa CLgttgaaag aggagotgga
actggttgga cagtttatcc coctttatct tcaaatattyg coccacggagy aagatccogta
gatttagcaa tTLLELtotcot tcoatttagct goaatttcht caattttagy ggcaattaat
tttattacaa ctattattaa tatacgtctt aataatttat catttgatca aataccttta
tttgtttgag cagtaggaat tacagctctt ttattacttc tgtocctecc tgtattaget
ggagctatta ctatactcct tacagatcgt aatttaaata CLLCALLLLt cgacccagot
gggggtggay atccaattot ttaccaacat ttattcotgat
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Trabalhos apresentados em eventos cientificos nacionais

Evento: 70° Congresso Nacional de Botéanica.

Atracgao de Fémeas de Cerconota anonella (Seep.1855) (Lep.: Depressariidae)
por Diferentes Estagios de Annona muricata L.

Santos, M. *; Silva, Rita de C. C. "?; Nascimento, Ruth. R." (1)Laboratério de Ecologia Quimica, Insti-
tuto de Quimica e Biotecnologia, Universidade Federal de Alagoas, Maceio-AL, Brasil. (2)Centro de Ciéncias
Agrarias da Universidade Federal de Alagoas (CECA/UFAL), Rio Largo - AL, Brasil;

e-mail: maxdouglas00.ms@gmail.com

A fruticultura é um dos segmentos de maior importancia do setor agricola brasileiro, no qual destacam-se
diversas frutiferas, como é o caso da pinheira e da gravioleira. A gravioleira (Annona muricata L.) apresenta
grande importancia econdmica entre as espécies de anondceas cultivadas no Brasil. Vdrias espécies de insetos-
-praga atacam esta espécie destacando-se o lepidoptero, Cerconota anonella, que ¢ considerado uma das mais
sérias pragas devido aos danos que causa a cultura. Diante deste fato, o presente estudo objetivou estudar a
atratividade de fémeas da broca Cerconota anonella por plantas de Annona squamosa em trés diferentes esta-
gios de desenvolvimento, a saber: vegetativo, florado e frutificado; mediante o emprego de bioensaios compor-
tamentais, os quais foram realizados em olfatometro de vidro do tipo Y, utilizando-se fémeas acasaladas desta
espécie, com até 5 dias de idade. Os tratamentos testados consistiram de extratos de plantas de A. muricata
em diferentes estigios fenoldgicos e o hexano (controle). Os resultados obtidos foram analisados estatistica-
mente pelo teste de Wilcoxon (p<0,05), sendo observado que quando comparados: os extratos de plantas em
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Evento: 11° Encontro Brasileiro de Ecologia Quimica.

X| XI ENCONTRO BRASILEIRO DE ECOLOGIA QUIMICA

EBEU XI BRAZILIAN MEETING ON CHEMICAL ECOLOGY
October 23-26, 2019
Mace16, Brazil

ATRACAO DE FEMEAS DE Cerconota anonella POR DIFERENTES
ESTAGIOS DE Annona squamosa.

Rita de Cassia Correia da Sﬂva'; Maxdouglas dos Sanfos’; Ruth Rufino do Nascimento1; Paulo Mﬂef-anhe:’mz;
Daniela Maria do Amaral Ferraz Navarro®.

'Universidade Federal de Alagoas; at-ir@hotmail com; *Universidade Federal de Pernambuco.
PALAVRAS-CHAVE: COMPOSTOS VOLATEIS; Anonaceae; Lepidoptera.

RESUMO: A pinheira (Annona sqguamosa) apresentam destague na fruticultura mundial e grande aceitacao
comercial. Sua producdo se constitui como um importante fator de impacio econdmico; entretanto um dos
principais obstaculos a exploragdo econtmica destas frutiferas & a existéncia de um complexo de pragas que
atacam estas culturas, tendo como principal praga uma mariposa, a Cerconota anonella. Assim, este trabalho teve
como objetivo estudar a atratividade de fémeas de C. anonella aos compostos volateis de plantas de A. squamosa
em diferentes estadios de maturagao (vegetativo, florido e frutifero) que atraem a broca e identificar os compostos
volateis de plantas de A. squamosa no estagio preferencial. Frutos de pinha brocados foram coletados em
pomares do municipio de Coruripe-AL, para obtengdo das lagartas, as quais foram mantidas em laboratdrio, sob
dieta artificial, até a fase adulta. Os compostos volateis emitidos por estas plantas foram coletados pela técnica de
headspace dindmico. Em seguida, bioensaios comportamentais foram realizados em olfatdmetro de vidro do tipo Y
utilizando-se fémeas acasaladas de C. anonella com até 5 dias de idade para os testes de preferéncia pelos
extratos. Posteriormente foram feitas as analises utilizando CG/MS. Nos bicensaios foi observado que o
tratamento controle ndo exerce atragdo, quando comparados com os tratamentos testados. As fémeas foram
atraidas para plantas na fase de florag@o, porém a fase frutificada foi a preferencial. Dentre as classes de
compostos identificados por CG-EM encontra-se terpenos, ésteres, alcoois, cetonas e aldeido. Estas informacdes
sugerem gue a praga pode estar presente no campo antes da frutificagao.
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Evento: Il Encontro Regional de Estudos Agroambientais.
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2- Patentes e publicacGes derivadas de pesquisas desenvolvidas em

cooperacdo durante o doutoramento:

Artigo publicado

Revista Craibeiras de Agroecologia
V. 5, n. 1, p. e9435, 2020 - -
Artigo Cientifico AW
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Estudo fitossociologico da comunidade infestante no pemar de pinha (Annona
squamosa L.) no Municipio de Rio Largo — Alagoas

'Erika Elias da Silva, "Edilany Eulalia Barros de Albuquerque, 'Thatiane Caroline dos Santos
Rocha, '"Maxdouglas dos Santos, *Chryslane Barbosa da Silva, *Rita de Cassia Correia da Silva,
*Kelly Barbosa da Silva, *Jodo Gomes da Costa

Centro de Ciéncias Agrarias - CECA/Campus Delza Gitai, Rio Largo - AL, e-mail: erikaaliaaas@gmail.com,
lannebarros@outiook.com; thaty_caroline21@gmail.com; maxdouglas00.ms@gmail.com
ZUniversidade Federal de Alagoas - UFAL/Campus A.C. Simdes, Maceid — AL, e-mail:
chryslane.silva91@gmail.com; at-ir@hotmail. com; kelly barbosa.silva@gmail.com
*Embrapa Tabuleiros Costerios, Rio Largo - AL, e-mail: gomes.costa@embrapa.br

RESUMO: A fruficultura tem ocupado um espaco promissor no Brasil, destacando-se no mercado
internacional garantindo exportacbes e geracdo de renda. No entanto, vem passando por limitacbes
decorrentes da interferéncia de plantas infestantes, estas tendem a competir por nutrientes necessarios
para o desenvolvimento da cultura, sendo necessaria sua identificacdo para propor uma tatica de controle
vidvel. O objetivo foi realizar um estudo fitossociologico da comunidade infestante no pomar de pinha
(Annona squamosa L) no Municipio de Rio Largo — Alagoas. A coleta foi realizada no pomar de pinha em
Rio largo - AL e a quantificacdo das plantas foram conduzidos mediante a adocio do método quadrado
inventario (1,0 x 1,0 m). O processo de identificacdo ocorreu com auxilio de livros didaticos e também foram
calculados os pardmetros de frequéncia, frequéncia relativa, densidade, densidade relativa, abundancia,
abundancia relativa, indice de valor de importdncia, indice de valor de importdncia relativa @ massa seca
relativa. Foram encontradas 17 espécies infestantes distribuidas em 11 familias, apresentando altos valores
de densidade e frequéncia. Portanto, foi possivel verificar com o levantamento uma maior predominancia de
plantas pertencente em sua maioria as familias Asteraceae, Euphorbiaceae e Poaceae na drea do pomar
de pinhas em Rio largo - AL.

Palavras-chave: Fitossociologia, Infestacdo, Controle, Competic3o.

Capitulos de livro submetidos — Aguardando publicacédo

CAIROMONIOS DE MOSCAS DAS FRUTAS
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1Laboratorio de Ecologia Quimica, Instituto de Quimica e Biotecnologia,
Universidade Federal de Alagoas, Campus Macei6, Avenida Lourival de Melo
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2Centro Universitario Tiradentes, Unidade Maceid, Avenida Gustavo Paiva,
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2Centro Universitario Tiradentes, Unidade Maceid, Avenida Gustavo Paiva,
5017, Cruz das Almas, CEP: 57038-000, Maceio, Alagoas.
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