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RESUMO

Cerconota anonella € uma das pragas mais sérias em plantios comerciais de anonéaceas, tais
como pinha e graviola. Os estudos sobre a comunica¢do quimica desta espécie sdo escassos,
ndo havendo nenhum registro de produtos oficialmente registrados no Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) para o controle de pragas e doencas em pinha
e graviola. Assim, técnicas que visam capturar o inseto, por meio de atrativos especificos
baseados em compostos volateis que desencadeiam mudangas comportamentais no organismo
receptor (semioquimicos), sdo objetos importantes das investigac6es cientificas. Com a busca
por produtos naturais, isentos de toxicidade e efetivos no controle de insetos praga, extratos,
isolados de plantas e que apresentem atividade inseticida, também podem ser usados no controle
de pragas e despertam grande interesse cientifico. Neste estudo, objetivou-se identificar os
compostos volateis liberados por frutos de pinha, no estdgio maduro, que desencadeiam a
atracdo de machos virgens de C. anonella e também obter formulagdes dos compostos sintéticos
e suas respectivas misturas para bioensaios laboratoriais. Posteriormente, as misturas dos
volateis dos frutos de pinha foram testadas em combinacdo com o extrato feromonal de fémeas
de C. anonela. Os compostos volateis que mediam a interacdo entre os machos de C. anonella
e frutos de pinha, foram extraidos mediante o uso da técnica de aeracdo e analisados por
Cromatografia Gasosa acoplada a Eletroantenografia (CG-EAG) e Cromatografia Gasosa
acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM). Trés compostos eliciaram atividade antenal
em machos desta espécie: mirceno, f-ocimeno e linalol. Quatro misturas desses compostos
sintéeticos, em duas concentragdes, M1 (mirceno/f-ocimeno/linalol), M2 (mirceno/s-ocimeno),
Mz (mirceno/linalol) e Ma (B-ocimeno/linalol), foram formuladas em um biopolimero e
empregadas em bioensaios comportamentais em laboratorio em arena de vidro com machos
virgens de C. anonella. Todas as misturas testadas eliciaram atracdo em machos, entretanto,
apenas dois tratamentos, Mz (1pL/mL) e M4 (10pL/mL), apresentaram maior atratividade,
diferiram estatisticamente do tratamento controle. Posteriormente, as misturas dos volateis dos
frutos foram adicionadas, separadamente, a dose do feromdnio (na proporcdo de 1:1) para
avaliacdo do efeito sinérgico do feroménio com os volateis dos frutos. Constatou-se que houve
potencializacdo da resposta atrativa quando as misturas My e M4 foram adicionadas ao extrato
feromonal, apresentando diferenca significativa quando comparados & atratividade do extrato
feromonal sozinho. Por fim, foi avaliada a atividade inseticida do extrato da casca do tronco de
Genipa americana sobre machos e fémeas de C. anonella. Para tal, foi preparado o extrato bruto
em Tris-HCI 50 mM, pH 8,0 da casca do caule da planta e inserido nas dietas das lagartas e dos
insetos adultos e, 0os mesmos, foram mantidos em contato com a dieta ao longo de 7 dias. Assim,
analisou-se a sobrevivéncia dos insetos. Para as lagartas, o extrato de G. americana néo
apresentou taxa de mortalidade satisfatria. Entretanto, na avaliagdo dos adultos, constatou-se
que o extrato, nas trés concentracdes testadas, resultou na mortalidade dos insetos, entretanto,
0 extrato a 25% gerou uma taxa de mortalidade de 70% em 3 dias de observacao. Os resultados
desta pesquisa sdo promissores para 0 emprego de metodos alternativos para o controle de
Cerconota anonella, conhecida como a broca-do-fruto das anonéceas.

Palavras-chave: broca dos frutos das anonaceas; sinergia; bioinseticida.



ABSTRACT

Cerconota anonella is one of the most serious pests in commercial plantations of anonaceae,
such as custard apple and soursop. Studies on the chemical communication of this species are
scarce, and there is no record of products officially registered with the Ministry of Agriculture,
Livestock and Supply (MAPA) for the control of pests and diseases in custard apple and
soursop. Thus, techniques that aim to capture the insect, through specific attractants based on
volatile compounds that trigger behavioral changes in the receiving organism
(semiochemicals), are important objects of scientific investigation. With the search for natural
products, free from toxicity and effective in the control of pest insects, extracts, isolated from
plants which present insecticidal activity, can also be used in pest control, and arouse great
scientific interest. The present study aim to identify the volatile compounds released by custard
apple, in the ripe stage, which trigger the attraction of virgin males of C. anonella and also to
obtain formulations of synthetic compounds and their respective mixtures for laboratory
bioassays. Subsequently, the mixtures of volatiles from the pinecone fruits were tested in
combination with the pheromonal extract of C. anonela females. The volatile compounds that
mediate the interaction between the males of C. anonella and custard apple were extracted using
the aeration technique and analyzed by Gas Chromatography coupled to Electroantenography
(GC-EAG) and Gas Chromatography coupled to Mass Spectrometry (GC-MS). Three
compounds elicited antennal activity in males of this species: myrcene, f-ocimene and linalool.
Four mixtures of these synthetic compounds, in two concentrations, M1 (myrcene/s-
ocymene/linalool), Mz (myrcene/f-ocymene), Ms (myrcene/linalool) and Ms (B-
ocimene/linalool), were formulated in a biopolymer and used in behavioral bioassays in
laboratory in a glass arena with virgin males of C. anonella. All mixtures tested elicited
attraction in males, however, only two treatments, M3 (1pL/mL) and M4 (10puL/mL), showed
greater attractiveness, differing statistically from the control treatment. Subsequently, the
mixtures of fruit volatiles were added separately to the pheromone dose (in a 1:1 proportion) to
evaluate the synergistic effect of the pheromone with the fruit volatiles. It was found that there
was a potentiation of the attractive response when the M1 and M4 mixtures were added to the
pheromonal extract, showing a significant difference when compared to the attractiveness of
the pheromonal extract alone. Finally, the insecticidal activity of the trunk bark extract of
Genipa americana on males and females of C. anonella was evaluated. For this, the crude
extract was prepared in Tris-HCI 50 mM, pH 8.0, from the plant stem bark and inserted into the
diets of caterpillars and adult insects, and they were kept in contact with the diet for a period of
time 7 days. Thus, the survival of insects was analyzed. For caterpillars, the G. americana
extract did not show a satisfactory mortality rate. However, in the evaluation of adults, it was
found that the extract, in the three concentrations tested, resulted in insect mortality, however,
the extract at 25% generated a mortality rate of 70% in 3 days of observation. The results of
this research are promising for the use of alternative methods for the control of C. anonella,
known as the annonaceae fruit borer.

Keywords: Annona fruit borer; synergy; biopesticide.
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INTRODUCAO

O Brasil ocupa a terceira posi¢cdo no ranking mundial de producgéo de frutas. China e
india respondem pelo primeiro e segundo lugar, respectivamente. Nos quatro primeiros meses
de 2021, as exportacOes brasileiras de frutas foram, aproximadamente, 20% superiores ao
mesmo periodo de 2020, atingindo um faturamento de US$ 323,7 milhdes. As maiores areas
cultivadas com a fruticultura no Brasil encontram-se nas regides Nordeste e Sudeste, as quais
representam 52% e 26%, respectivamente da area plantada no pais (FAO, 2021; VIDAL, 2021).

O plantio de anonaceas, especialmente, pinha (Annona squamosa) e graviola (Annona
muricata) apresentou um aumento significativo nas Gltimas décadas, uma vez que, o mercado
desfavoravel para algumas frutas mais convencionais estimulou a procura dos fruticultores por
espécies frutiferas de alto valor comercial nos mercados nacional e internacional (SOBRINHO,
2010).

A graviola pode ser consumida como fruta fresca, entretanto, € na forma de sorvete,
suco e néctar que desperta um interesse maior no mercado consumidor. E considerada uma fruta
tipica para a industrializacdo, devido a sua polpa, que apresenta rico sabor e agradavel aroma.
Além disso, o fruto imaturo também pode ser consumido cozido, assado ou frito. A pinha é
considerada uma fruta exotica e sua producdo vem aumentando nos Gltimos anos, no entanto, é
pouco utilizada pela industria de sucos e polpa de fruta, devido ao escurecimento da polpa, apos
0 processamento. Essa anonacea apresenta frutos de sabor agradavel, sendo rica em minerais e
vitaminas (NOGUEIRA, 2002; CORDEIRO et al, 2000).

A broca-do-fruto, Cerconota anonella (Sepp, 1830) (Lepidoptera: Depressaridae), €
considerada uma das mais sérias pragas, devido aos danos expressivos que causa a cultura das
anonaceas. Esta praga ocorre em paises da América Latina, principalmente na Venezuela e no
Brasil (SOBRINHO, 2010).

Apbs o ataque deste inseto fitofago, os frutos apresentam apodrecimento da polpa e, a
parte atacada torna-se endurecida e enegrecida, reduzindo seu valor comercial e tornando-os
improprios para 0 consumo in natura ou para o processamento industrial. Além de depreciar a
qualidade do fruto, a praga C. anonella facilita a entrada de varios organismos oportunistas no
interior do fruto, além de afetar as flores e os botdes florais impedindo assim, a reproducao dos
frutos (MICHELETTI et al., 2001).

O ensacamento dos fruto € uma técnica cultural utilizada para proteger os frutos de pinha

e graviola contra o ataque de insetos-praga. Apesar do surgimento dos inseticidas e da reducéo
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da méo de obra familiar, esta técnica tem sido mais empregada pela exigéncia do mercado por
alimentos com niveis reduzidos ou isentos de agrotdxicos (PEREIRA, 2009; BRITO, 2010).

A principal estratégia de controle da broca-do-fruto é o controle quimico, embora nédo
haja agrotoxicos registrados para esta cultura de anonaceas. Esta técnica vem sendo realizada
de forma preventiva, desde 0 momento em que sdo observados os primeiros sinais de ataque
até a maturacao dos frutos. Entretanto, ndo é tdo eficiente quando a lagarta de C. anonella ja se
encontra instalada no interior do fruto. Todavia, o uso de pesticidas tende a ser reduzido cada
vez mais devido ao impacto ambiental que os mesmos podem causar (OLIVEIRA et al., 2017).

Como ndo existem produtos oficialmente registrados no Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) para o controle de pragas e doencas em pinha e graviola,
técnicas que visem a captura destes insetos do ponto de vista especifico, sdo extremamente
importantes, no que se refere a utilizacdo de compostos ndo tdxicos, em baixas quantidades e
concentragcdes que pode ser instalado na forma de formulagdes de facil manuseio para o
produtor. Além disso, o principio € 100% ecoldgico, pois sdo substancias produzidas e
utilizadas pelo préprio inseto e dessa forma agem especificamente sem interferir em organismos
nao alvos (AGROFIT, 2020; VILELA; DELLA LUCIA, 2001).

Semioquimicos sdo substancias quimicas mediadoras da comunicacdo entre 0s seres
vivos, intra- e interespecificamente. Os semioquimicos possuem um papel importante na
agricultura, especialmente, no manejo de insetos-praga e sua utilizacdo tem diminuido e, em
alguns casos, até eliminado a uso de inseticidas. Enfatizando o uso de feroménios e de volateis
de plantas, os semioquimicos podem ser aplicados com diversas finalidades, sejam elas,
monitoramento, captura massal ou interrupgéo de acasalamento (EMBRAPA, 2004).

Assim como 0s semioquimicos, a variedade de compostos vegetais que podem ser
utilizados no controle de pragas aumentou nas Ultimas décadas apresentando diversos efeitos
de repeléncia, inibicdo alimentar, regulagdo de crescimento e de atividade
ovicida/larvicida/adulticida (MACEDO et al., 2007; COELHO et al., 2007; OLIVEIRA et al.,
2011).

Diante do exposto, 0 presente trabalho tem como objetivo avaliar quais compostos,
presentes em frutos de pinha, sdo responsaveis pela atracdo de machos virgens de C. anonella
e se, em combinacdo com o feromonio sexual, esses compostos potencializam a resposta
atrativa destes machos. Para tanto, foram realizados testes eletrofisioldgicos e bioensaios
laboratoriais. Por fim, o trabalho também prop6s a avaliacdo inseticida do extrato da casca do
tronco de Genipa americana contra machos e fémeas desta espécie através de testes de

sobrevivéncia e deterréncia alimentar.
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1.1 A CULTURA DE ANONACEAS

A familia Annonaceae, com nome genérico anonacea, € composta aproximadamente de
120 géneros e possui cerca de 2.300 espécies, as quais estdo classificadas em quatro
subfamilias: Ambavioideae, Anaxagoreoideae, Annonoideae e Malmeoideae No Brasil, estdo
representadas todas as subfamilias da atual classificacdo, onde ocorrem 386 espécies,
distribuidas em 29 géneros (SOBRINHO, 2010; CHATROU et al., 2012; MAAS et al., 2015).

Dentre as anonaceas, trés géneros sdo importantes: Rollinia sp, Alberonoa sp e Annona
sp. No género Rollinia, as principais especies cultivadas sdo: Rollinia silvatica (araticum-do-
mato), Rollinia mucosa (biriba) e Rollinia escalbida (araticum ou quaresma). No género
Alberonoa tem-se: Alberonoa purpuracea (marolo), Alberonoa lanceolata (pindaiba) e no
género Annona, as principais espécies cultivadas nas regides tropicais sdo: Annona muricata
(graviola), Annona squamosa (pinha) e Annona reticulata (fruta-da-condessa). Para as regides
subtropicais, as espécies Annona cherimola (cherimdlia) e o hibrido Annona cherimola x
Annona squamosa (atemoia) (MOSCA et al., 2006).

A partir da década de 1980, a demanda de mercado para a pinha e a graviola comegou
a crescer. Neste periodo, somente quatro estados da regido Nordeste (Alagoas, Bahia, Ceara e
Pernambuco) e um da regido sudeste (Sdo Paulo) possuiam uma significativa producdo de
pinha. Na década seguinte, a graviola despontou nos mesmos Estados nordestinos como uma
alternativa interessante para a agroindustria de polpas congeladas e de outros produtos
industrializados. Seu cultivo expandiu-se entdo para outras regides do Brasil e passou a ser uma

opcao promissora para pequenos produtores (LEMOS, 2014).
1.1.1 A cultura de pinha

A pinha (Figura 1.1), também chamada de fruta-do-conde ou ata (Annona squamosa,
L.), tem origem na América tropical, mais especificamente, na Ilha de Trindade e nas Antilhas.
Foi introduzida no Brasil em 1626 pelo Conde de Miranda, em fungéo disso, passou a ser
conhecida popularmente, em grande parte do pais, como fruta-do-conde (KAVATI, 1992).

A pinheira apresenta importancia econdémica em paises como India, Tailandia, Filipinas,
Cuba e Brasil. No Brasil, a importancia socioecondmica da pinheira tem aumentado nas Gltimas
décadas, em razdo de sua boa adaptacdo a baixa umidade relativa do ar. Como outras fruteiras
tropicais, a pinheira € uma planta de multiuso decorrente de seu valor nutricional. Seu cultivo
comercial ocorre com maior énfase na regido Nordeste e Centro-Oeste do pais, devido a sua
boa adaptacio a baixa umidade relativa do ar (SAO JOSE, 2014).
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Figura 1.1 Pinha (Anona squamosa).

Fonte: AUTOR, 2021.

A cultura de pinha apresenta excelente adaptacdo as condi¢des climaticas do litoral e do
semi-arido do Nordeste brasileiro, regifes sem excesso de chuvas, com estacdo seca bem
definida e altitude de até 800 m. Por ser considerada uma planta rustica, a pinheira cresce e
produz nos diferentes tipos de solos. No entanto, para melhor desempenho, exige solos de boa
profundidade, média a alta fertilidade e bem drenados, ndo suportando excesso de agua em seu
tronco (FILHO et al, 1998).

Segundo o levantamento dos dados de producdo disponiveis no Censo Agropecudrio de
2017, a regido Nordeste é a principal produtora de pinha com mais de 97% de toda a &rea
cultivada no Brasil. A producéo brasileira superou 8,7 mil toneladas, e o valor de producdo
ultrapassou R$ 20 milhdes (IBGE, 2019).

A producdo de pinha no Brasil ocorre nos estados de Alagoas, Bahia, Ceara, Minas
Gerais, Paraiba, Pernambuco, Rio de Janeiro, Rio Grande do Norte, Rio Grande do Sul e Sdo
Paulo (Figura 1.2). O estado da Bahia destaca-se como maior produtor nacional com mais de
82% de toda area colhida no Brasil, sequido dos Estados do Rio Grande do Norte e Alagoas
(IBGE, 2019).

Figura 1.2. Quantidade de pinha produzida no Brasil (em toneladas).
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Fonte: IBGE, 2019.

A depender da época do ano, os precos variam significativamente no Brasil, atingindo
valores menores no primeiro semestre, quando a oferta € maior, e valores maiores no segundo
semestre, quando a oferta cai bastante devido ao inverno nas regides Norte, Nordeste e Sudeste
do Brasil. Em geral, o consumo da pinha é in natura. Seu uso na agroinddstria ainda € restrito
(LEMOS, 2014; CORDEIRO et al, 2000).

De acordo com avaliagdo nas Centrais Estaduais de Abastecimento (CEASAS) de
diversos Estados e na Companhia de Entrepostos e Armazens Gerais de S&o Paulo (CEAGESP),
0 preco médio da pinha no Brasil, entre 0s meses de dezembro de 2019 e janeiro de 2020, foi
R$ 6,78, sendo R$ 7,50/kg em Alagoas; R$ 7,00/kg no Rio Grande do Norte; R$ 5,50/kg em
Pernambuco, e R$ 7,10/ kg em S&o Paulo. Esses pre¢os sdo considerados satisfatorios, mas
referem-se aos melhores frutos, bem formados e com peso superior a 250 g.

A pinheira € uma planta de porte baixo (4 a 6 metros) e muito ramificada, com folhas
lanceoladas de coloracdo verde brilhante. O fruto caracteriza-se por ser um sincarpo de forma
arredondada, esférica ou cordiforme, de coloragdo esverdeada, constituido por muitos carpelos

achatados dos quais se originam cada semente (em geral 68 sementes/fruto). Os frutos tém, em
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média, de 5 a 10 cm de didmetro e o peso varia entre de 200 e 400 g. A polpa é branca, doce,
de odor suave, possui baixa acidez, sendo rica em sais minerais e vitaminas (MANICA, 1994,
FERREIRA, 1997).

Em diversas partes da planta, como raizes, folhas, frutos e sementes sdo encontrados
diferentes compostos quimicos como acetogeninas, diterpenos, dleos essenciais, saponinas e
alcaldides, que apresentam propriedades medicinais para diversas enfermidades. O extrato das
raizes tem acdo em processos de disenteria, depressao e doenca da medula espinhal. O chéa das
raizes e folhas, por exemplo, tem acdo purgativa e laxativa (CORDEIRO et al, 2000).

Na cultura da pinha, a colheita constitui uma das atividades mais trabalhosas, pois é feita
manualmente, devido aos frutos serem muito susceptiveis a rachaduras. Devem-se evitar
torcdes ao colhé-los, utilizando-se escadas, sacolas, tesouras e caixas para acondiciona-los. O
ponto de colheita é determinado pela observacdo do afastamento dos carpelos e pela coloracao
verde-amarelada dos tecidos intercarpelares. A colheita prolonga-se por trés a seis meses
(CORDEIRO et al, 2000; FILHO et al, 1998).

Apds a colheita, os frutos sdo classificados pelo estagio de maturacao e pelo tamanho.
Os frutos lesionados, defeituosos, muito maduros ou verdes séo descartados ou separados para
consumo doméstico (FILHO et al, 1998).

1.1.2 A cultura de graviola

A graviola (Anona muricata) (Figura 1.3) é originéria das terras baixas da América
Tropical, mais precisamente da América Central e vales peruanos. Os colonizadores espanhdis
encontraram a fruta na regido do Caribe e a distribuiram para outras areas tropicais. No Brasil,
foi introduzida pelos portugueses no século XIV. E conhecida como soursop nos paises de
lingua inglesa e guanabana nos paises de lingua espanhola (PINTO & SILVA, 1995; RAMOS
etal., 2001).

A gravioleira apresenta importancia econémica em diversos paises, como Venezuela,
Colémbia, Porto Rico, Costa Rica, México, Panam4, Jamaica, Cuba, Espanha, india, Honduras,
Guiana, Suriname, Brasil, Peru, Senegal e Cingapura (SAO JOSE et al., 2014).

Figura 1.3 Graviola (Anona muricata).
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No Brasil, a graviola é a segunda anonacea em area cultivada e em producéo. De acordo
com o Censo Agropecudrio de 2017, a producdo brasileira atingiu um pouco mais de 7,5
milhdes de frutos sendo que, aproximadamente, 90% desse total foi produzido na regido
Nordeste. O valor da producdo nacional no ano de 2017 superou R$ 24 milhGes com 2.760
hectares de area colhida (IBGE, 2019).

O Estado da Bahia é o maior produtor do pais e a receita apenas para este Estado superou
R$ 15 milhGes. Além da Bahia, a graviola é largamente cultivada em zonas de baixas altitudes
nas regides Norte, Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste. Destacam-se como grandes produtores 0s
estados de Pernambuco, Alagoas, Rio Grande do Norte, Espirito Santo, Para, Amazonas,
Paraiba, Acre e Distrito Federal (Figura 1.4) (IBGE, 2019).

Na regido sudeste, o estado de Sdo Paulo é o principal centro de comercializacdo. No
ano de 2017 foram comercializadas 913,27 toneladas de graviola. Cerca de 77% desse total séo
provenientes de dois municipios baianos: Guandu (67,22%) e Teolandia (10,40%), de acordo
com dados da Companhia de Entrepostos e Armazéns Gerais de S&o Paulo (CEAGESP, 2020).

Devido ao aumento da oferta ao longo dos ultimos anos, os precos da fruta fresca tém
variado bastante. De acordo com as CEASAS de diversos Estados, o preco médio do quilo da
graviola, entre os meses de dezembro de 2019 e janeiro de 2020, foi de R$ 5,04. Quando fresca
obtém precos no mercado com grande variacéo, chegando a ser vendida nas zonas de producao

de Pernambuco e Alagoas por produtores entre R$ 4,00 /kg e R$ 5,37/ kg. Ja nas centrais de
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abastecimento de S&o Paulo e Rio de Janeiro, os precos variam R$ 6,00/kg e 7,00/kg,

respectivamente.

Figura 1.4 Quantidade de graviola produzida no Brasil (em toneladas).
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Fonte: IBGE, 2021.

A inclusdo da graviola no rol de frutas tropicais brasileiras de aceitacdo comercial, em
nosso pais, € justificada pelo crescente interesse pela polpa da fruta, tanto pelos consumidores
como pelas industrias de sucos, sorvetes e doces. Em razdo da boa aceitacdo da fruta pelo
mercado, nacional e externo, atraido pelo sabor exdtico e aroma singular, as perspectivas de
expansdo da area com a gravioleira sdo grandes (RAMOS et al., 2001; AGEITEC, 2020).

Na maioria das agroindustrias de polpa de frutas do Nordeste, a polpa de graviola € a
quarta mais procurada, ficando atras apenas das polpas de goiaba, maracujé e acerola. Apesar
da venda de polpas de frutas estar concentrada no Nordeste pela maioria das empresas, 0
mercado tem conquistado demandas internacionais. Em 2015, uma empresa cearense iniciou
acordos com outros paises para exportar os sabores regionais mais procurados, como goiaba,
maracuj4, acerola, graviola e manga (DIARIO DO NORDESTE, 2019).

A gravioleira, quando adulta, atinge uma altura média de 4 a 8 metros com caule Unico

e ramificacdo assimétrica. Possui habito de crescimento ereto, sua raiz ndo é tdo vigorosa e
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profunda quanto a de outras fruteiras tropicais, como a da mangueira (Mangifera indica L.). O
fruto é uma baga composta, ou sincarpo com peso que varia de 4 kg a 10 kg, a casca € verde-
escuro quando os frutos estdo imaturos € verde-clara quando estdo no ponto de colheita. A casca
possui pequenos espinhos com pontas arredondadas. A polpa é branca, assemelhando-se a
algoddo umedecido, é muito sucosa e ligeiramente acida com sabor e odor acentuados. As
sementes apresentam coloracdo preta e quando sao retiradas do fruto, ap6s alguns dias fora
deste, tornam-se marrom escuro, marrom claro ou castanho (PINTO; SILVA, 1995; MELO,
2006; NETO, 2015; SANTOS FILHO et al., 2007).

Um dos maiores problemas para comercializacdo da fruta fresca é a alta perecibilidade
da graviola. O tempo reduzido de prateleira e a distancia dos mercados consumidores podem
ocasionar relevantes perdas econdmicas. Além desses, outros fatores como desuniformidade no
tamanho e formato dos frutos dificultam a etapa de comercializacédo (ALVES et al., 1997).

A expansdo do cultivo e mercado da graviola s6 serd alcancada quando forem
solucionados alguns dos mais sérios problemas enfrentados atualmente pelo produtor, que véao
desde a adocdo de novas tecnologias, visando o aumento da produtividade, até o controle
integrado das pragas e doencas que comprometem significativamente a producdo e depreciam
a qualidade do fruto (AGEITEC, 2020).

1.2 Cerconota anonella

Apesar do crescente avanco, um dos fatores que limitam o cultivo de pinha e graviola
sdo as pragas e doencas, que prejudicam tanto a planta como os frutos. A literatura cita graves
doencas e diversas espécies de pragas potenciais para esta cultura. Dentre as doencas, destacam-
se: podriddo-de-raizes, cancro depressivo, antracnose, podridao-seca-dos-frutos, entre outras.
As broca-do-tronco (Cratosomos sp.), broca-do-coleto (Hellipus catagraphus), broca-da-
semente (Bephratelloides pomorum) e a broca-do-fruto (Cerconota anonella) sao as pragas que
causam maiores danos a cultura de pinha e graviola (SOBRINHO et al., 2011).

Dentre as técnicas de controle, a maioria dos produtores do Nordeste utiliza a aplicacéo
direta de inseticidas sintéticos. A podriddo, que por sua vez, causa a queda prematura dos frutos,
é combatida com fungicidas (BROGLIO et al., 2001)

A broca-do-fruto é considerada uma das pragas mais importantes da cultura de
anonéaceas, devido aos danos causados ao fruto, danificando a polpa, e, consequentemente,
reduzindo o seu valor comercial para 0 consumo in natura ou para o processamento industrial
(SOBRINHO, et al. 1998).
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A Cerconota anonella, quando adulta, € uma mariposa com habito noturno de coloragéo
branco-acinzentada (Figura 1.5). O macho possui, em média, 20 mm de envergadura e 8 mm
de comprimento, a fémea é um pouco maior, com, aproximadamente 25 mm de envergadura e
10 mm de comprimento. Nas asas, apresenta tracos cinza-escuro, irregulares (BITTENCOURT,
et al. 2007).

Figura 1.5 Cerconota anonella na fase adulta.

Fonte: AUTOR, 2021.

O periodo de pré-oviposicao € de dois a trés dias. A postura é feita sobre os frutos e em
casos de altas infestacfes pode ocorrer nas brotagdes e nas flores. Os ovos possuem coloragao
esverdeada e cada fémea pode depositar até 310 ovos. Apos a ecloséo, as lagartas abrigam-se
entre as fendas naturais dos frutos e secretam fios de seda para servem para sua protecéo e apos
3 a 4 dias penetram no fruto. Quando estdo completamente desenvolvidas podem atingir até 22
mm de comprimento e possuem coloragdo variando de tons rosados a marrom. O periodo larval
dura, em média, 14 dias. (SOBRINHO, et al. 1998) (Figura 1.6).

Figura 1.6 Orificios abertos pela lagarta e fios de seda secretados por ela.
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Fonte: AUTOR, 2021.

Com fragmentos de fios de seda e do préprio fruto, a lagarta constr6i uma camara
saliente que se transforma em crisalida, de cor marrom. As lagartas podem empupar no préprio
fruto ou no solo, o comprimento das pupas varia entre 8 a 10 mm. O periodo pupal dura
aproximadamente 10 dias. Sendo assim, o ciclo de vida total pode chegar a 30 dias (Figura 1.7)
(BITTENCOURT et al., 2007; SOBRINHO et al., 2011).

A fémea efetua a postura sobre frutos de qualquer tamanho, e apds a eclosdo, a lagarta
raspa a superficie para penetrar no interior do fruto. Durante o processo de alimentacéo, as
lagartas destroem a polpa fazendo galerias que facilitam a entrada de fungos oportunistas, tais
como Lasiodiplodia theobromae (podriddo-seca-dos-frutos) e Colletotrichum gloeosporioides
(antracnose) que penetram no fruto através de aberturas causadas pela lagarta e, ao atingir a
polpa, desenvolvem-se rapidamente causando o escurecimento de toda a superficie do fruto
(SOBRINHO et al., 1998; JUNQUEIRA et al., 2000).

A fémea efetua a postura sobre frutos de qualquer tamanho, e apds a ecloséo a lagarta
raspa a superficie para penetrar no interior do fruto. Durante o processo de alimentacdo, as
lagartas destroem a polpa fazendo galerias que facilitam a entrada de fungos oportunistas, tais
como Lasiodiplodia theobromae (podriddo-seca-dos-frutos) e Colletotrichum gloeosporioides
(antracnose) que penetram no fruto através de aberturas causadas pela lagarta e, ao atingir a
polpa, desenvolvem-se rapidamente causando o escurecimento de toda a superficie do fruto
(SOBRINHO et al., 1998; JUNQUEIRA et al., 2000).
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Figura 1.7 Ciclo de vida da Cerconota anonella.
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Fonte: AUTOR, 2021.

Os frutos atacados mostram-se retorcidos, com partes enegrecidas, endurecidas e com
perfuracdes encobertas por um tipo de serragem caracterizada com excremento de digestdo da
lagarta. Esses fatores tornam os frutos impréoprios para comercializagdo ou extracdo da polpa
(SOBRINHO et al., 2011; MARTINEZ & GODOQY, 1983).

1.2.1 Métodos de controle da Broca-do-fruto

Devido aos grandes danos causados pela broca-do-fruto, as culturas de pinha e graviola
enfrentam algumas limitagdes no que se refere ao controle da praga, sendo assim, torna-se
necessaria a busca por novos resultados de pesquisas, além de experiéncias de sucesso em
pomares comerciais. Com o objetivo de controlar a acdo de C. anonella, trés métodos de
controle podem ser empregados, a saber: controle cultural, controle quimico e controle
biologico (FREITAS et al., 2013).

No controle cultural s&o realizadas inspe¢fes semanais no pomar, coleta e queima dos
frutos atacados. A utilizacdo de armadilhas luminosas pode ser outro meio de controle (uma
armadilha/ha), ou, ainda, pode-se realizar o consorciamento com culturas de ciclo curto, tais
como: maracuja, maméo, feijdo, milho, hortaligas, etc. Entretanto, um dos meios mais eficientes

é 0 ensacamento dos frutos jovens com materiais plasticos ou telados. Segundo Brito e
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colaboradores (2011), a estratégia de ensacamento resultou em frutos de graviola com melhor
qualidade, menos injdrias, e maior possibilidade de retorno financeiro aos produtores.

O controle quimico é feito através de pulverizacbes em inflorescéncias e frutos,
pequenos e grandes, com inseticidas a base de triclorfon (0,10%), fenthion (0,075%),
monocrotophos (0,05%), endussulfan (0,08%), com intervalo de 15 a 20 dias (LUNA, 1998).

Contudo, apesar de sua eficacia e acdo rapida, o uso de produtos quimicos vem sendo
reduzido, pois, na maioria das vezes, ocasionam o desenvolvimento de populacGes resistentes
do inseto, o aparecimento de novas pragas, ocorréncia de desequilibrio bioldgico e além do seu
alto custo, causam grandes efeitos prejudiciais a0 homem, a outros animais e a0 meio ambiente.
Sendo assim, faz-se necessario a busca de alternativas que minimizem os efeitos adversos dos
inseticidas sintéticos (SILVA & BATISTA, 2016).

O controle bioldgico é um processo natural que constitui o controle de populacGes da
praga com o uso de inimigos naturais. No estado de Alagoas, foram registrados alguns
himendpteros atuando como parasitoides de C. anonella, a saber: Apanteles sp. e Rhysipolis sp.
(Hymenoptera: Braconidae) e Xiphosomella sp. (Hymenoptera: Ichneumonidae).
(MICHELETTI & BERTI-FILHO, 2000),

Embora o controle biol6gico destagque-se como um método seguro, permanente e
econémico, algumas desvantagens podem ser observadas com o emprego deste método. O
controle bioldgico pode levar muito tempo para ser colocado em pratica, em decorréncia das
pesquisas e de outros processos de implementagdo, além de que, os resultados de uso do
controle bioldgico ndo sdo tao rapidos como aqueles onde séo utilizados 0s controles quimicos
(SILVA & BATISTA, 2016).

1.3 A COMUNICACAO QUIMICA MEDIADA POR SEMIOQUIMICOS

Diante dos problemas dos métodos empregados atualmente no controle da broca-do-
fruto, surge, entdo, a necessidade da utilizacdo de outro meio de controle com o objetivo de
manter as pragas abaixo do nivel de dano econémico, de forma harmoniosa com o meio
ambiente e 0 homem. O controle por comportamento ou controle comportamental € um método
diferenciado baseado na comunicacdo quimica entre insetos e insetos-plantas (THOMAZINI,
2009).

Os insetos utilizam sinais visuais, tacteis, auditivos, gustativos e olfativos como meios

de comunicacéo. Os sinais olfativos sdo percebidos através de receptores quimicos localizados
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nas antenas do inseto. Esses receptores sdo constituidos por sensilas. Além das antenas, a
recepcao olfativa também pode ser realizada através de sensilas presentes nos palpos maxilares
ou labiais. De forma geral, as sensilas sao estruturas de paredes finas, perfuradas por poros que
levam a uma cavidade na parede cuticular, através dos quais as ramificacdes dendriticas da
célula sensorial sdo postas em contato com o ar. Os dendritos sdo envolvidos por um fluido
onde ocorre a transformacdo da mensagem molecular em resposta bioelétrica que gera impulsos
aos neurdnios, axonios e em seguida ao cérebro (SCHNEIDER, 1969).

Os semioquimicos sdo substancias quimicas usadas na comunicacdo entre insetos e
plantas. No contexto geral, os semioquimicos fornecem informacdes que provocam no receptor
um comportamento ou uma resposta fisiologica. Os odores sdo de extrema importancia na
localizagdo de presas, na defesa e agressividade, na corte e acasalamento, na selecdo de plantas,
na escolha de locais de oviposicdo, na organizacdo das atividades sociais, entre outros
comportamentos. A depender do seu modo de agéo, sdo classificados como feroménios, quando
agem entre organismos de mesma espécie, e aleloquimicos, quando atuam entre organismos de
espécies diferentes (Figura 1.8) (NORDLUND & LEWIS, 1976; VILELA & DELLA LUCIA,
2001).

Os feroménios sdo substancias quimicas secretadas por um inseto que permite a
comunicagdo com outro individuo da mesma espécie (efeito intraespecifico). Os feroménios
atuam tanto no comportamento, como no desenvolvimento e na fisiologia dos insetos. Sdo
classificados de acordo com o resultado que podem provocar. Se apresentar um efeito de agéo
mais prolongada é conhecido como feroménio de efeito preparador, caso apresente um efeito
de acdo imediata é denominado feroménio de efeito desencadeador (NORDLUND & LEWIS,
1976; FERREIRA & ZARBIN, 1998; SILVA, 2004).

Figura 1.8 Representacdo esquematica dos semioquimicos e suas subclasses.
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Semioquimicos

Feromonio Aleloguimico

B Aloménio Cairombnio Sinomdnio
Agregacédo

Alarme
Trilha
Ataque
Sexual

Fonte: Adaptado de PEREIRA, 2007.

Os feromonios de efeito desencadeador sdo classificados de acordo com o
comportamento exibido pelos insetos, sendo os mais conhecidos: feroménio de agregacéo,
empregado quando os insetos encontram um novo lugar para fazer moradia ou uma fonte de
alimento; feromonio de alarme, que serve para avisar aos outros membros da colonia que um
inimigo estd se aproximando; feroménio de trilha, observado quando formigas deixam um
rastro quimico que soO é detectado por outras formigas da mesma espécie; feroménio sexual,
utilizado para atrair o parceiro para a copula (NORDLUND & LEWIS, 1976; FERREIRA &
ZARBIN, 1998).

Os aleloguimicos sdo semioquimicos produzidos por individuos de uma espécie que
modificam o comportamento dos individuos de outra espécie (efeito interespecifico) e séo
classificados de acordo com as vantagens e desvantagens que conferem aos organismos
envolvidos. Caso beneficie o0 organismo emissor do sinal quimico é conhecido como alomdnio,
como é o caso de certas espécies de formigas onde as operarias produzem um jato de substancias
repelente a inimigos. Quando o beneficio € do organismo receptor é denominado cairoménio,
um exemplo disso é a procura de uma fémea acasalada pelo local ideal para oviposi¢ao. Quando
ambos os organismos envolvidos sdo favorecidos a interagdo € classificada como sinoménio.
Como exemplos de sinomonios podem ser observadas as interagfes formiga-pulgéo,
polinizadores e odores florais e planta e parasitoide (BORGES, 2001; SILVA, 2004,
THOMAZINI, 2009).
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Os cairomonios tém sido empregados como maior intensidade no Manejo Integrado de
Pragas (MIP) por influenciar, diretamente, o0 comportamento do inseto, tanto na selegdo dos
hospedeiros, como na escolha de locais de oviposicao (SILVA, 2004).

O controle comportamental de insetos-praga € um dos pilares do Manejo Integrado de
Pragas (MIP). Contudo, muitas vezes, as estratégias desenvolvidas para esse tipo de controle
ficam somente dentro do a&mbito académico. Assim sendo, compreender o mecanismo dos
insetos, as dindmicas populacionais e as interacdes com o ambiente sdo bases fundamentais
para um efetivo emprego do MIP. Novas maneiras de alterar o comportamento das pragas estéo
ganhando espago, como com o uso de semioquimicos com armadilhas para agir como atrativos

ou repelentes desses organismos (MATIOLI, 2021).

1.3.1 Interacédo planta-hospedeiro

Interacbes bi-troficas (planta-herbivoro) tém sido alvo de estudos de varios
pesquisadores. Neste tipo de interacdo, as substancias liberadas naturalmente pelas plantas séo
detectadas por herbivoros que as usam como cairoménio (FERREIRA et al., 2001).

Na orientacdo olfativa de lepiddpteros, os cairomdnios, formam sinais sensoriais que
definem um hospedeiro especifico e fornecem informacGes para a escolha de sitios de
alimentacdo, oviposicdo e local para encontro de parceiro sexual. Os sistemas receptores
olfativos dos insetos permitem perceber alguns destes cairomonios das plantas que compilam
um odor que atua como uma mensagem quimica. Embora exista uma vasta diversidade de
odores no ambiente, este mecanismo de percepcdo é altamente especifico a substancias
bioativas (ARX et al., 2011).

1.4 A TECNICA DE EXTRACAO DE COMPOSTOS VOLATEIS (HEADSPACE
DINAMICO)

Existem varios métodos e técnicas para extrair semioguimicos, entretanto, a
metodologia empregada vai depender do material em estudo e da disponibilidade dos
equipamentos adequados. Na extracdo de substancias ativas de insetos e plantas, além dos
fatores quimicos, deve-se considerar também o ritmo biolégico dos mesmos. Por exemplo, no
caso de feromonios sexuais, estes sdo produzidos por insetos sexualmente maduros e,
geralmente, em um determinado periodo do dia. No caso das plantas, a extracdo deve ser feita
no estagio de maturacdo adequado (VILELA & DELLA LUCIA, 2001).


https://link.springer.com/chapter/10.1007/978-1-4020-8992-3_11
https://blog.chbagro.com.br/tipos-de-controle-do-manejo-integrado-de-pragas-mip
https://blog.chbagro.com.br/tipos-de-controle-do-manejo-integrado-de-pragas-mip
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A extracdo de semioquimicos depende das propriedades quimicas e fisicas dos
compostos, da concentragé@o presente no ar, da umidade relativa e da temperatura, entre outros.
Existem diferentes métodos para a extracdo de compostos volateis, os quais, de um modo geral,
podem ser classificados em métodos com e sem pré-concentracdo do analito. Os recipientes
mais usados sdo confeccionados em polimero, vidro ou aco inoxidavel (PARREIRA &
CARDEAL, 2005).

A técnica de headspace dinanimo, também conhecida como aeracgdo, € um processo que
envolve a passagem do fluxo constante de ar pré-filtrado com carvéo ativo (com a finalidade
de remover as impurezas presente no ar) por uma camara de aeracdo que contém as plantas
analisadas. Ao entrar na camara, o ar pré-filtrado carregara todos os compostos volateis
liberados pelas plantas até um tubo coletor, conhecido como trap, que contém um material
adsorvente, existente na outra saida da camara (Figura 1.9). Os semioquimicos podem ser
coletados em materiais adsorvente sélidos, tais como: carvdo ativo, silica gel, e polimeros
porosos (Tenax®, Porapak Q) (ZARBIN et al., 2001).

Uma das principais caracteristicas de um adsorvente é a quantidade de substancia que
pode ser acumulada ou que pode ser retirada da sua superficie. Os polimeros, constituidos de
poliestireno, ésteres poliacrilicos ou resinas fenodlicas, sdo usados mais frequentemente
(FREIRE et al., 2008).

O carvdo ativo, por sua vez, € um material formado por cadeias de carbono em cujas
extremidades s&o encontrados elementos como o oxigénio e o hidrogénio. E obtido a partir de
carbonizagdo em atmosfera inerte de materiais como madeira, casca de coco, bagaco de cana
de acucar, palha de milho, casca de arroz, entre outros, e, em seguida realiza-se tratamento
térmico e/ou quimico. A ativacdo baseia-se na retirada de residuos organicos, resultando em
uma forma de carvao mais poroso e, por isso, com maior area superficial. O carater ndo polar
da superficie no carvéo ativado é fator preponderante na adsor¢do de moléculas ndo polares
(MINURA et al., 2010; GUILARDUCI et al., 2005)

Figura 1.9 llustracdo do sistema de aeracao.
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Fonte: AUTOR, 2021.

O carvéo ativo, por sua vez, € um material formado por cadeias de carbono em cujas
extremidades s&o encontrados elementos como o oxigénio e o hidrogénio. E obtido a partir de
carbonizacdo em atmosfera inerte de materiais como madeira, casca de coco, bagaco de cana
de acucar, palha de milho, casca de arroz, entre outros, e, em seguida realiza-se tratamento
térmico e/ou quimico. A ativacdo baseia-se na retirada de residuos organicos, resultando em
uma forma de carvao mais poroso e, por isso, com maior area superficial. O carater ndo polar
da superficie no carvéo ativado é fator preponderante na adsor¢do de moléculas nao polares
(MINURA et al., 2010; GUILARDUCI et al., 2005)

A dessorcdo dos compostos extraidos é feita com a utilizacdo de pequenas quantidades
de um solvente, como diclorometano, hexano e éter, com alto grau de pureza. Os materiais séo
coletados através da evaporacdo do solvente, sem que sejam expostos a altas temperaturas
(ZARBIN et al., 2001).

1.5 AS TECNICAS DE IDENTIFICACAO DE COMPOSTOS VOLATEIS
1.5.1 A Cromatografia Gasosa

A cromatografia € um método fisico de separacdo, onde 0s componentes a serem
separados sdo distribuidos entre duas fases imisciveis: uma fase fixa, denominada fase
estacionaria, e outra, denominada fase mével. Na cromatografia gasosa a fase estacionaria é um
solido de grande area superficial (carvao vegetal, silica-gel ou peneira molecular). A adsor¢do
dos componentes da mistura acontece de forma diferencial para cada constituinte e constitui a
base da separacdo (LANCAS, 1993).
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Por possuir alto poder de resolucdo e ser muito eficiente devido a possibilidade de
deteccdo em concentragdes muito baixas (10°-101? g), a cromatografia gasosa é uma das
técnicas analiticas mais utilizadas. Entretanto, a limitacdo deste método é a necessidade de que
a amostra seja volatil ou estavel termicamente (DEGANI, 1998). Por esse fato, 0s compostos
volateis emitidos pelas plantas sdo amplamente isolados e identificados por cromatografia
gasosa.

O principal mecanismo de separacdo da cromatografia gasosa (CG) baseia-se na
particdo dos componentes de uma amostra entre uma fase mével gasosa e uma fase estacionaria
liquida ou s6lida (DEGANI, 1998).

O cromatografo gasoso é constituido basicamente por cinco partes (Figura 1.10).

Figura 1.10 Esquema de um cromatografo gasoso.

Injetor

E L ~ _Coluna

BT ) Detector

Registrador

Gaés de arraste

Fonte: AUTOR, 2020. Adaptado de CALZADA, 2020.

O gés de arraste tem a funcédo de levar as moléculas da amostra até o detector, este deve
ser inerte, ou seja, ndo pode interagir com a amostra, com a fase estacionaria ou com as
superficies do instrumento. Os gases utilizados como fase mdvel devem possuir alta pureza, os
mais utilizados sdo: hidrogénio, nitrogénio e hélio. O injetor é a regido onde é introduzida a
amostra e também onde ocorre a vaporizacao do extrato, a injecdo da amostra é feita através de
microsseringas. A temperatura do injetor tem que ser elevada o suficiente para vaporizar todos
0s solutos instantaneamente, sem que haja decomposicdo térmica. A coluna, localizada no

interior de um forno, é onde ocorre a separacdo dos constituintes da amostra. As colunas
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utilizadas em CG sdo tubos longos de metais como ago ou cobre, vidro ou teflon, possuindo
didmetro de cerca de 3 mm e comprimento em torno de 30 m. A quarta parte do cromatografo
gasoso € o detector. Ele € responsavel pela captacdo de cada composto separado pela coluna.
Existe mais de 50 tipos de detectores, sendo que, mais de 90% dos cromatdgrafos gasosos sao
equipados com um dos seguintes detectores: condutividade térmica, ionizacdo de chama,
captura de elétrons ou espectrémetro de massas Por fim, existe um registrador que registra 0s
sinais emitidos pelo detector e os converte na forma de grafico, as amostras sdo identificadas
por seus tempos de retencdo. O grafico obtido é denominado cromatograma, e cada pico
registrado corresponde a um composto, ou a uma mistura de isdbmeros racémicos (DEGANI et
al., 1998; SILVA, 2005; LANCAS, 1993).

No cromatdgrafo gasoso é necessario o controle da temperatura do injetor, da coluna e
do detector. Como a temperatura é um fator de extrema importancia, a programacdo de
temperatura ¢ feita em grande parte das analises por cromatografia gasosa, assim, pode-se obter
melhor separacdo com picos mais simétricos em menor tempo (DEGANI et al., 1998).

Como foi dito, a cromatografia pode ser combinada a diferentes sistemas de deteccéo.
O acoplamento de um cromatégrafo com o espectrémetro de massas (CG/MS) relaciona as
vantagens da espectrometria de massas, obtencéo de informacao estrutural e massa molar, com
as vantagens da cromatografia, alta seletividade e eficiéncia de separacdo (CHIARADIA et al.,
2008).

No espectrometro de massas, as moléculas da amostra sdo convertidas a ions e
frequentemente fragmentadas na fonte de ionizacdo. Em seguida, 0s ions passam para 0
analisador onde sdo separados de acordo com a suas razdes massa/carga. Por fim, os ions
separados chegam a um detector de ions no qual produzem um sinal elétrico que € registrado e
representado na forma de gréafico pelo sistema de dados (SKOOG et al., 2014).

Todo CG/MS possui uma biblioteca com espectros de massas de varios compostos. No
software, 0 espectro de massa de um determinado pico € comparado com os da biblioteca. Por
meio da similaridade entre os espectros, o sistema indica a provavel estrutura do composto com

um certo nivel de probabilidade, realizando assim a sua identificagdo (JENSKE, 2016).

1.5.2 A Eletroantenografia

A eletroantenografia é uma técnica que usa como detector a antena do inseto. A antena

do inseto é o 6rgdo responsavel pela captacao e transmissdo de estimulos olfativos. Ela é capaz
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de discriminar uma minima mudanca do sinal quimico, seja ha composicao, na isomeria ou na
concentragdo do composto. Esse fato confere a antena uma excelente sensibilidade e
especificidade (MORAES et al., 2008).

A eletroantenografia registra as mudancas na atividade fisiolégica de um organismo
através de impulsos elétricos. E registrada a soma das mudancas no potencial de numerosos
neurénios receptores, que, quando estimulados, desencadeiam uma série de respostas
simultaneas de varias células olfativas receptoras a um determinado odor. Para diferentes
estimulos, cada célula possui sua propria especificidade e cada estimulo pode ser diferenciado
pelo tamanho do impulso nervoso gerado (SCHNEIDER, 1969).

O funcionamento de um eletroantenografo é relativamente simples. O equipamento é
constituido por uma fonte de estimulo, um mecanismo de circulacéo de ar, um controlador de
durabilidade de estimulo, eletrodos de prata, ouro ou platina ligados ao amplificador e as
informag@es recebidas sdo transferidas para um osciloscépio ou um computador. Para que as
respostas eletroantenograficas sejam obtidas € necessario trabalhar com antena viva, para que
esta seja capaz de transformar os estimulos quimicos em impulsos elétricos. A antena é
colocada em dois eletrodos, um funciona como “terra” e o outro tem o papel de registrador.
Esta técnica pode analisar compostos puros de forma individual e extratos brutos com varios
componentes, nesse caso a eletroantenografia é acoplada a cromatografia gasosa (FERREIRA
etal., 2001).

O primeiro estudo eletrofisiolégico foi realizado por Schneider (1957) empregando a
antena da mariposa da seda, Bombyx mori, com o objetivo de medir a resposta da antena a
volateis do feromonio sexual da fémea. A antena de um macho foi cortada e fixada entre dois
eletrodos. A ponta da antena foi colocada no eletrodo de trabalho e a base foi fixada no eletrodo
de referéncia. Uma solucdo salina foi utilizada para fechar o circuito e os eletrodos foram
conectados a um osciloscopio. Quando a antena do macho recebeu um “puff” do feroménio
sexual da fémea, ocorreu a despolarizacao e uma deflexdo negativa da voltagem foi medida no
osciloscopio, 1-2 mV, acompanhado de um retorno a linha base. Com esse aparelhamento foi
possivel medir a atividade das substancias puras para a antena da mariposa. No entanto, somente
em 1969, Moorhouse e colaboradores acoplaram o eletroantendgrafo (EAG) ao cromatdgrafo
gasoso. O EAG, que apresenta alta sensibilidade e especificidade, acoplado ao cromatdgrafo
gasoso, que possui alta resolucdo na separacdo de misturas, permitiu a analise de misturas
complexas obtidas de insetos e plantas (MORAES, et al. 2008).

Quando a amostra é injetada no cromatdgrafo gasoso, percorre a coluna analitica para

que as substancias da mistura sejam separadas. Ao final da coluna, o eluente mistura-se com o
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gas da linha de gas auxiliar e € dividido, igualmente, e enviado simultaneamente ao detector de
ionizacdo e chamas (FID) e ao eletroantendgrafo (EAG). Como as deteccOes sao simultaneas é
possivel saber se determinado composto registrado pelo FID possui atividade biolégica na
antena do inseto (Figura 1.11). E necessario o uso de uma interface com temperatura
controlada, ou seja, a temperatura da coluna analitica deve ser menor ou igual a temperatura da
coluna que sai do cromatografo em direcéo a antena, desta forma, a condensacéo de substancias

na coluna capilar na linha de transferéncia da interface ¢ evitada. (ZARBIN, 2001).

Figura 1.11 Esquema bésico de um sistema de CG/EAG.
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Fonte: Adaptado de Bradbury & Vehrencamp (2011).

1.6 BIOENSAIOS COMPORTAMENTAIS

A atividade bioldgica ndo é comprovada através de métodos quimicos, sendo assim,
experimentos que investigam o papel das substancias em um contexto bioldgico, ecoldgico e/ou
evolutivo sdo necessarios. Testes demonstrando a atividade comportamental dos insetos diante
de uma fonte de estimulo sdo essenciais para a compreensdo completa da influéncia dos
componentes quimicos nos mecanismos comportamentais do inseto. Para isto, € necessario o
monitoramento do comportamento do inseto através da observagdo visual e registro manual do
pesquisador, esse monitoramento € realizado através de bioensaios comportamentais
(LAUMANN et al., 2005).

Os ensaios biologicos comportamentais tém por objetivo quantificar e qualificar a

resposta motora do inseto frente a uma fonte de estimulo. A resposta é quantificada pelo nimero
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de insetos testados que respondem a um determinado odor (sinal quimico) e qualificada pelos
comportamentos exibidos relacionadas a essa percepcao (VILELA & DELLA LUCIA, 2001).

As atividades comportamentais evidenciam a percepcao do estimulo. Normalmente,
iniciam-se com a antenacéo (antenas eretas em forma de V) (Figura 1.12), elevacéo de pronoto
e vibracdo de asas, podendo, também, o inseto apresentar um comportamento de busca
observado através de voo ou de caminhada em direcdo a fonte de odor (FERREIRA et al.,
2001).

Figura 1.12 Antenas, em forma de V, caracteristicas de movimento de antenago.

Fonte: AUTOR, 2021.

Os testes comportamentais podem ser realizados em laboratorio, no campo ou em
condi¢bes seminaturais (gaiolas de campo), onde as condi¢Bes sdo préximas ao ambiente
natural. A escolha do sistema mais apropriado depende da biologia e do comportamento do
inseto em estudo, levando em consideracdo as caracteristicas da amostra a ser testada. Os
bioensaios mais comumente realizados em laboratérios utilizam trés tipos béasicos de
equipamento: os olfatdbmetros, os tlneis de vento e as arenas (PEREIRA, 2013).

Os olfatdmetros podem apresentar uma grande variedade de aparelhos que podem ser
adaptados em funcdo das espécies de insetos a serem testados. Os mais sofisticados podem ser
em forma de “Y”, com sistemas de libera¢ao de odor e temperatura e umidade controlada, além
da filtragem do ar no sistema. O tanel de vento pode ser definido como um meio ambiente
artificial, com controle de velocidade de vento, temperatura e luz, onde estudos de orientacéo
podem ser realizados por meio da observacdo direta ou gravados. As arenas sdo caixas
transparentes de acrilico ou de vidro, onde o inseto é exposto, no seu interior, a fonte de

estimulo. Como ndo ha um fluxo de ar no interior da arena, 0s insetos manifestam apenas
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resposta a curta distancia e isso faz com que os bioensaios ndo tenham longa duracéo, pois 0s
compostos encontram-se bem distribuidos, causando saturacdo das antenas dos insetos
(HOWSE et al., 1998, EIRAS & MAFRA-NETO, 2001).

A maioria dos semioquimicos volateis sdo muito instaveis devido a sua estrutura
quimica, diante disto, é necessario o uso de formulagGes destes compostos com o objetivo de
protegé-los da degradacdo causada por oxigénio e pela luz. Entretanto, a formulagdo deve
assegurar a liberacdo controlada do sinal quimico. Varios substratos de liberacdo foram
desenvolvidos e trés grupos podem ser citados: liberadores de matriz sélida, formulacGes
liquidas para aerosol e reservatérios de formulagdo. Do ponto de vista historico, o septo de
borracha é o primeiro liberador descrito. A velocidade de liberacdo de uma molécula pode
diferir significativamente de um liberador para outro (HEUSKIN et al., 2011).

Os liberadores de matriz sélida podem ser aplicados nas culturas ou nos pomares. Os
semioquimicos sdo incorporados na matriz solida e, a depender dos materiais utilizados na
construcdo da matriz, a velocidade de liberacdo de uma molécula pode diferir
significativamente de um liberador para outro (GOULART, 2012).

As formulagdes de liberacdo de aerosol sdo geralmente compostas de uma matriz liquida
biodegradavel, na qual os semioquimicos sdo dissolvidos. No entanto, outros componentes
podem ser adicionados para proteger os semioquimicos como estabilizantes anti luz UV,
antioxidantes e surfactantes (GOULART, 2012).

A preocupacdo ambiental associada ao alto potencial de agdo dos polimeros, sem causar
efeitos colaterais em nosso organismo, tem feito crescer o interesse pelos polimeros
biodegradaveis e biocompativeis, como sistemas de liberacdo controlada de compostos
biologicamente ativos. Os polimeros utilizados na confeccdo de sistemas de liberacdo
controlada de moléculas bioativas podem ser de duas origens: natural ou sintética (GOULART,
2012).
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CAPITULO 2

EFEITO DE FORMULACOES SINTETICAS DE COMPOSTOS VOLATEIS DE
FRUTOS DE PINHA (Annona squamosa) NA ATRACAO DE MACHOS VIRGENS DE
Cerconota anonella (Lepidoptera: Depressaridae)
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RESUMO

Cerconota anonella € uma das pragas mais sérias em plantios comerciais de anonaceas, tais
como pinha e graviola. Os estudos sobre a comunicagdo quimica desta espécie sdo escassos,
ndo havendo nenhum registro de produtos oficialmente registrados no Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) para o controle de pragas e doencas em pinha e graviola.
Assim, técnicas que visam captura-lo, por meio de atrativos especificos baseados em compostos
volateis que desencadeiam mudangas comportamentais no organismo  receptor
(semioquimicos), sdo objetos importantes das investigacdes cientificas. Neste estudo,
compostos volateis que mediam a interacdo entre os machos de C. anonella e frutos de pinha,
no estadgio maduro, foram extraidos pelo uso da técnica de aeracdo e caracterizados por
Cromatografia Gasosa acoplada a Eletroantenografia (CG-EAG) e Cromatografia Gasosa
acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM) a fim de desenvolver formulagdes atraentes
para 0os machos coespecificos. Os resultados obtidos demonstraram que trés compostos:
mirceno, B-ocimeno e linalol eliciaram atividade antenal em machos desta espécie. Quatro
misturas desses compostos sintéticos, sendo uma mistura de trés componentes e trés misturas
de dois componentes, M (mirceno/fp-ocimeno/linalol), M2 (mirceno/s-ocimeno), Mz
(mirceno/linalol) e My (B-ocimeno/linalol), foram formuladas em um biopolimero e
empregadas em bioensaios comportamentais conduzidos em laboratério em arena de vidro com
machos virgens de C. anonella. Todas as misturas testadas eliciaram atracdo em machos,
entretanto, apenas dois tratamentos, Mz (1uL/mL) e Ms (10pL/mL), apresentaram maior
atratividade de machos virgens de C. anonella, diferiram estatisticamente do tratamento
controle. Os resultados desta pesquisa sdo promissores para 0 emprego das formulacgdes testadas
como iscas olfativas no monitoramento e captura de machos em pomares de pinha infestados

com esta espécie no territério brasileiro.

Palavras-chave: cairomonio, broca-do-fruto, formulagdes sintéticas.
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ABSTRACT

Cerconota anonella is one of the most serious pests in commercial plantations of anonaceae,
such as custard apple and soursop. Studies on the chemical communication of this species are
scarce, and there is no record of products officially registered with the Ministry of Agriculture,
Livestock and Supply (MAPA) for the control of pests and diseases in custard apple and
soursop. Thus, techniques that aim to capture it, through attractants based on volatile
compounds that trigger behavioral changes in the organism's receptor (semiochemicals), are
important objects of scientific investigations. In this study, volatile compounds that mediate an
interaction between males of C. anonella and custard apple fruits, in the mature stage, were
used through aeration and impact by Gas Chromatography coupled with Electroantenography
(GC-EAG) and Gas Chromatography coupled with Spectrometry of Masses (GC-MS) an aim
to develop attractive formulations for conspecific males. The results obtained demonstrate that
three compounds: myrcene, -ocimene and linalool elicited antennal activity in males of this
species. Four synthetic compounds blends, including a three-component blend and three two-
component blends, M1 (myrcene / B-ocimene / linalool), M2 (myrcene / B-ocimene), M3
(myrcene / linalool) and M4 (B-ocimene / linalool), were formulated in a biopolymer and used
in behavioral bioassays conducted in a laboratory in a glass arena with virgin males of C.
anonella. All mixtures tested elicited attraction in males, however, only two treatments, Ms
(1pL/mL) and M4 (10pL/mL), showed greater attractiveness to virgin males of C. anonella,
statistically differing from the control treatment. The results of this research are promising for
the use of tested formulations as olfactory baits in monitoring and capturing males in custard

apple orchards infested with this species in Brazilian territory.

Keywords: kairomone, fruit borer, synthetic formulations.
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2.1 INTRODUCAO

Os semioquimicos liberados por plantas ou frutos hospedeiros desencadeiam diversas
respostas comportamentais em insetos, de maneira tal, que os comportamentos especificos
exibidos pelos insetos podem ser entendidos como resultado da acdo especifica dos
semioquimicos das plantas ou frutos hospedeiros na fisiologia e no comportamento do inseto
(REDDY & GUERRERO, 2004). Nesse contexto, os compostos volateis mediadores das
interacGes entre hospedeiro e inseto, nas quais o organismo receptor € beneficiado, séo
denominados de cairomonios (THOMAZINI, 2009).

Em insetos, a percepcao dos cairoménios emanados pelo hospedeiro ocorre através do
olfato, por intermédio das sensilas olfativas localizadas nas antenas. Assim, o sistema olfativo
do inseto € extremamente sensivel e estd finamente equipado para reconhecer um hospedeiro
especifico em um ambiente natural, no qual inameros compostos volateis estdo presentes em
diferentes concentracdes e proporces (BRUCE & PICKETT, 2011).

Os cairomonios liberados por plantas e frutos hospedeiros afetam o comportamento
reprodutivo de machos e fémeas de lepidopteros, atuando como sinalizadores que orientam 0s
machos virgens para os sitios de acasalamento, mesmo na auséncia de feroménio sexual e as
fémeas acasaladas a encontrarem os locais adequados para oviposicao. Deste modo, a percepgéo
dos volateis das plantas hospedeiras pode ser tdo importante para 0s machos quanto para as
fémeas e, é provavel que as mariposas fémeas sejam encontradas em plantas hospedeiras que
podem servir como locais de acasalamento, facilitando o encontro dos sexos (LANDOLT &
PHILLIPS, 1997).

Cerconota anonella, também conhecida como broca-do-fruto, é considerada uma das
pragas mais importantes da cultura de anonaceas, devido aos danos causados ao fruto, os quais
comprometem a polpa, e, consequentemente, reduzem o seu valor comercial para 0 consumo in
natura ou para o processamento industrial (SOBRINHO, et al. 1998).

Devido aos grandes danos causados pela broca-do-fruto, as culturas de pinha e graviola
enfrentam algumas limitacbes no que se refere ao controle da praga, sendo assim, faz-se
necessario o desenvolvimento de pesquisas que objetivem entender o papel dos compostos

volateis liberados por frutos dessas culturas no comportamento reprodutivo deste inseto-praga.

A localizacdo do hospedeiro é dada através da resposta olfatoria para os odores liberados
pela planta. Em algumas espécies de lepidopteros, a concentracdo de algum composto quimico

determina a preferéncia de fémeas para potenciais plantas hospedeiras, entretanto, em outras


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022191011001880#b0115
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espécies, a proporcdo relativa dos compostos caracteriza a resposta da fémea na busca pelo
hospedeiro ideal (VISSER, 1986; RAMASWAMY 1988; FEENY et al., 1989).

Assim, técnicas que visem a captura seletiva destes insetos, empregando compostos
volateis que medeiam atracdo de adultos, sdo extremamente importantes, principalmente pelo
uso de compostos especificos e ndo toxicos, em pequenas quantidades e que podem ser
formulados em substrato inerte que garanta a liberacéo lenta e gradual e facilite 0 manuseio dos
compostos bioativos pelo produtor. E valido ressaltar que, para C. anonella, ndo existe nenhum
estudo que descreva o papel dos volateis de pinha na atracdo de machos (SOBRINHO et al.,
2011; ARX et al., 2011; AGROFIT, 2020).

O presente estudo objetivou identificar os compostos volateis, liberados por frutos
maduros de A. squamosa que provocam despolarizacdo em antenas de machos virgens de C.
anonella, utilizando a Cromatografia Gasosa acoplada ao Detector Eletroantenogréfico (GC-
EAD) e Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (GC-MS), e avaliar a
atratividade desses compostos em machos virgens em bioensaios laboratoriais. Uma vez
comprovada a eficiéncia na atracdo de machos coespecificos, as formula¢des testadas podem
ser usadas em iscas olfativas com a finalidade de monitorar e controlar os danos causados por

esta praga em pomares de pinha no territorio brasileiro.
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2.2 MATERIAIS E METODOS

2.2.1 Obtencao do material bioldgico
2.2.1.1 Frutos

Frutos infestados de Annona muricata (graviola) foram coletados em pomares, na
Cooperativa Pindorama, localizada no municipio de Coruripe-AL, (10°09°54°’S;
36°21°07°W). Apds a coleta, foram levados para o laboratério de Ecologia Quimica na
Universidade Federal de Alagoas (UFAL). Os frutos maduros e verdes, com sinais de ataque,
foram armazenados em gaiolas de madeira (30 cm de largura x 30 cm de comprimento x 30 cm

de altura) com as laterais cobertas por tela (Figura 2.1).

Figura 2.1 Armazenamento dos frutos infestados pela broca-do-fruto.

Fonte: AUTOR, 2021.

Frutos sadios de Annona squamosa (pinha) foram obtidos comercialmente e, no estagio
maduro de maturacdo, foram utilizados na técnica de aeragdo para extracdo dos constituintes

volateis liberados pelos frutos.

2.2.1.2 Insetos

Os frutos brocados de A. muricata (graviola) (Figura 2.2), a partir do sétimo dia apés a
coleta, foram utilizados para a remocéo 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 da fase de pupa (Figura 2.3). A dieta era composta dos seguintes ingredientes:
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gérmem de trigo, cloridrato de colina, sais de Wesson, acido ascérbico, farelo de soja, acucar,
nipagin, acido sorbico, agar-agar, solucdao vitaminica, formol, ambrasinto, vita gold e &gua
destilada (SILVA, 2012) (ANEXO 1).

Figura 2.2 Frutos brocados utilizados para a retirada das lagartas de C. anonella.

- -

Fonte: AUTOR, 2021.

Figura 2.3 Lagartas mantidas em dieta artificial em laboratorio.

Fonte: AUTOR, 2021.

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 algoddo umedecido com &gua destilada e uma solucgéo

de sulfato de cobre a 1%, cobertas com papel filtro e mantidas em camara de vidro (9 cm de
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largura x 16 cm de comprimento x 9,5 cm de altura) devidamente etiquetadas, onde se
encontrava um recipiente de vidro contendo solucéo de mel em agua a 10% (Figura 2.4).

Figura 2.4 Pupas de machos e fémeas de C. anonella.

Fonte: AUTOR, 2021.

Apo6s 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 solugédo de mel
em &gua a 10%. Os machos virgens foram utilizadas em posteriores bioensaios. Todo este
procedimento ocorreu em sala climatizada (24,1°C + 1,2 e 65% UR % 1,9), com fotoperiodo
invertido (12h:12h).

2.2.2. Extracdo de constituintes volateis de frutos de A. squamosa

Para obtengdo de extratos a partir de frutos de pinha, foi utilizada a técnica de aeragdo
(Figura 2.5). Os frutos sadios (aproximadamente 1 kg), no estdgio maduro de maturagdo, foram
colocados em camaras de aeracdo (22 cm de altura x 30 cm de diametro). A parte superior da
camara continha um tubo de vidro com carvéo ativo que servia como filtro, para purificar o ar
que entrava no sistema. Também na parte superior, existia outro tubo contendo um polimero
adsorvente, neste caso, 150 mg de Tenax® com didmetro poroso de 60-80 mesh, que tinha a
funcdo de adsorver as substancias volateis liberados pelos frutos. Uma bomba de ar foi
conectada na parte superior do sistema e a corrente, com um fluxo constante de ar (0,5 L/min,
que entrava passava no interior da camara e seguia em dire¢do ao tubo contendo o adsorvente

(Tenax®). A aeracdo teve duragéo de 24 horas.
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Figura 2.5 Sistema de aeracdo para coleta dos constituintes volateis de frutos de pinha;

Fonte: AUTOR, 2021.

2.2.3 Dessorc¢éo dos constituintes volateis dos frutos de A. squamosa

Os compostos volateis liberados pelos frutos foram dessorvidos do adsorvente, Tenax®,
através da passagem de 2 mL de hexano (CeH12) bidestilado (grau HPLC) (Figura 2.6). Cada
extrato foi dividido igualmente e armazenado em duas ampolas de 1 mL cada. Em seguida, as
ampolas foram seladas, etiquetadas e mantidas em freezer (-5°C) para uso posterior nas analises

quimicas.

Figura 2.6 Dessorcéo dos constituintes volateis adsorvidos no Tenax®.

Fonte: AUTOR, 2021.

2.2.4 ldentificacé@o dos constituintes volateis por CGXMS
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Os constituintes quimicos presentes nos extratos dos frutos de pinha e graviola foram
identificados por meio de analises em cromatégrafo gasoso acoplado a um espectrémetro 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
um de espessura do filme) (Figura 22).

Uma aliquota de 1 pL. de cada amostra do extrato contendo os constituintes liberados
pelos frutos foi introduzida no injetor do cromatdgrafo 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 comparacdo de seus espectros de massas e
indices de retencdo, obtidos pela coinjecdo da amostra com uma serie de n-alcanos (C7-C40) e
calculados através da equagdo de Van Den Dool e Dec Kratz (1963; MUHLEN, 2009), com
padrdes auténticos armazenados nas bibliotecas de referéncia NIST08, Adams (2007) e Wiley
Registry™ (versdo 9), integradas ao software Agilent MSD Productivity ChemStation Agilent
Technologies (Palo Alto, CA, EUA).

Figura 2.7 Cromatografo gasoso acoplado a espectrémetro de massas.

Fonte: AUTOR, 2021.
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2.2.5 ldentificacdo dos compostos volateis liberados por frutos de A. squamosa na atracao
de machos de C. anonella por (CG/EAG)

Para identificar os compostos presentes nas amostras de aeracdo de pinha que funcionam
como atraentes para machos de C. anonella, as andlises eletrofisioldgicas foram conduzidas no
Laboratdrio de Ecologia Quimica, da Universidade Federal de Pernambuco, empregando-se um
cromatografo gasoso (Trace GC Ultra; Thermo Scientific, Mil&o, Italia), equipado com uma
coluna DB-5 (30m x 0,25mm i.d. x 0,25um film, ValcoBond) e um detector de ioniza¢do em
chamas (FID) acoplado a uma interface de deteccéo eletroantenografica provida pela Syntech
(Kirchzarten, Alemanha) (GC-EAG) (Figura 2.8).

Figura 2.8 Cromatdgrafo gasoso acoplado a eletroantendgrafo.

o 0095

Fonte: AUTOR, 2021.

Uma aliquota das amostras (1,0 puL) foi injetada em cromatografo gasoso. Foram
utilizados machos virgens com idade variando de 1 a 3 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 CaCly) ligado a fios de prata (Figura 2.9).

A analise ocorreu sob 0 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 0 processo, 0
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
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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 despolarizagdo na

antena em, pelo menos, trés dos seis individuos testados.

Figura 2.9 Antena do inseto colocada entre dois eletrodos.

Fonte: AUTOR, 2021.

2.2.6. Obtencdo das solucdes e formulagGes dos compostos sintéticos

Os padrdes dos compostos sintéticos (mirceno, S-ocimeno e linalol) foram adquiridos
comercialmente da Sigma-Aldrich (Brasil) com grau de pureza > 98,5%. Posteriormente, para
0 preparo das solucBes dos compostos foram utilizados os seguintes procedimentos: 5 uL 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 solucdo, obtendo-se assim,
uma solugdo com concentragdo 1,0 uL/mL. Para a solugdo com concentragao de 10,0 pL/mL,
50 uL 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 solucdo.
As solucdes 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
concentragdes de 1,0 e 10,0 pL/mL foram formulados em fracos tipo eppendorfs (10,7 mm de
didmetro x 39,5 mm de altura), contendo 0,01 g de microesferas de quitosana, com grau de
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desacetilacdo de 65%, através da adsor¢éo por contato durante um periodo de 24h, para garantir
a evaporacao do solvente. As formulacGes obtidas resultaram na dose 0,1 ng.

2.2.7 Bioensaios comportamentais

Para avaliar os comportamentos exibidos por machos de C. anonella diante dos
compostos volateis sintéticos, os bioensaios foram conduzidos no laboratério de Ecologia
Quimica (UFAL) utilizando um olfatdmetro do tipo “Y”” de dupla escolha, durante a escotofase,
entre 9:00 e 11:30 h com temperatura média de 26,2°C e umidade relativa média de 40%. Foram
utilizados machos virgens de C.anonella com 1 a 3 dias de idade. Pelo fato dos bioensaios serem
realizados no escuro, os mesmos foram conduzidos com auxilio de uma luz vermelha, para
visualizagdo do comportamento do inseto.

O olfatometro em “Y” (15,7 cm de comprimento x 4,4 cm de altura) consiste de
um tubo de vidro bifurcado, ao qual foi acoplado uma arena de acrilico (54 cm de comprimento
x 25,8 cm de largura x 24,7 cm de altura) e uma bomba de ar. O ar que operou no olfatbmetro

foi purificado por meio de passagem por um filtro de carvao ativo (Figura 2.10).

Figura 2.10 Olfatdmetro em Y acoplado a arena.

Fonte: AUTOR, 2021.

Para os extratos de pinha, os compostos EAG ativos foram: mirceno, s-ocimeno e linalol
(Figura 2.11). Para cada teste, foi utilizada a dosagem de 10 puL de cada tratamento. Foram
testados 0os compostos bioativos individuais e solugdes, em duas concentragdes (1uL/mL e
10uL/mL), das seguintes misturas: mirceno/f-ocimeno/linalol, mirceno/f-ocimeno,

mirceno/linalol e s-ocimeno/linalol (Tabela 1).

Figura 2.11 Estrutura quimica dos compostos utilizados nos bioensaios.
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O eppendorf contendo a solugdo microencapsulada foi colocado em um dos bragos do
sistema Y, no outro brago do sistema foi colocado o controle (extrato de pinha).

Foi utilizado um macho (virgem) por bioensaio. O extrato foi considerado preferencial,
quando este atraisse 0s insetos ou provocasse 0s comportamentos de antenagao, voo curto e/ou
voo longo orientado em direcdo a fonte de odor. Foram realizadas dez repeti¢Ges para cada
tratamento (formulagcdes dos compostos sintéticos individuais e respectivas misturas). O tempo
de observagdo para cada bioensaio foi de quinze minutos e as posi¢des dos bragos do
olfatdbmetro foram invertidas entre os tratamentos para evitar qualquer efeito tendencioso de

habituacao.

Tabela 2.1 Formulagdes testadas (tratamentos) formuladas em biopolimero.

Tratamentos (Concentrac6es de 1 e 10 uL/mL)

Mirceno
S-Ocimeno
Linalol
Mistura 1: (Mirceno/s-Ocimeno/Linalol)
Mistura 2: Mirceno/f-Ocimeno
Mistura 3: Mirceno/Linalol

Mistura 4: p-Ocimeno/Linalol

2.2.8. Andlises estatisticas

Os comportamentos observados foram inseridos em tabelas de contingéncia, para ambas
concentragdes utilizadas. Foi empregado o Teste do Qui-quadrado, considerando a significancia
para p<0,05, para associagdo dos comportamentos observados frente aos tratamentos testados.

Para a avaliacdo da atratividade, os dados obtidos foram analisados primeiramente com
a finalidade de verificar os pressupostos paramétricos de normalidade e homogeneidade das
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variancias dos tratamentos. Uma vez que os parametros de normalidade ndo foram atendidos,
0 Teste Qui-quadrado (p<0,05 e p<0,01) foi aplicado a fim de verificar quais tratamentos

influenciaram no comportamento de atratividade de machos virgens de Cerconota anonella.
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2.3. RESULTADOS

2.3.1 Identificacdo de compostos eletrofisiologicamente ativos para machos virgens de C.

anonella

A analise por Cromotagrafia Gasosa acoplada a Eletroantenografia (CG-EAG), com o
extrato de pinha, revelou trés compostos eletrofisiologicamente para 0s machos coespecificos
(Figura 2.12). Os compostos responséaveis pela despolarizagcdo das antenas foram trés

monoterpenos: mirceno, #-ocimeno e linalol.

Figura 2.12 Identificacdo dos compostos EAG-ativos no extrato de pinha. FID: Detector de
lonizacdo de chamas; EAG: Eletroantenografia; (1) Mirceno; (2) p-Ocimeno; (3) Linalol.
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2.3.2 Associacao entre os comportamentos e os tratamentos utilizados

As tabelas de contingéncia geradas consideram 0s comportamentos como categorias
comportamentais e faz uma associacdo destes comportamentos com os tratamentos testados.
De acordo com os resultados, para a concentragcdo de 1ul/mL, houve significancia entre a
associacdo das variaveis comportamentais e os tratamentos, com p = 0,008874, pelo Teste Qui-
quadrado (p<0,05) (Figura 2.13).
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Figura 2.13 Associacdo entre comportamentos observados e o0s tratamentos testados
(Concentragdo de 1uL/mL).
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Nota: Mistura 1 (Mirceno, f-Ocimeno, Linalol), Mistura 2 (Mirceno, f-Ocimeno), Mistura 3 (Mirceno,
Linalol), Mistura 4 (-Ocimeno, Linalol). Significativo para a associagdo das varidveis
comportamentais e 0s tratamentos com p=0,008874 pelo Teste Qui-quadrado (p<0,05).

De acordo com os resultados obtidos para a concentragdo de 10uL/mL (Figura 2.14),
constatou-se que ndo houve significancia na associacao entre as varidveis comportamentais

observadas pelo teste Qui-quadrado com p<0,05.
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Figura 2.14 Associagdo entre comportamentos observados e os tratamentos testados
(Concentragdo de 10pL/mL).
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Nota: Mistura 1 (Mirceno, -Ocimeno, Linalol), Mistura 2 (Mirceno, p-Ocimeno), Mistura 3 (Mirceno, Linalol),
Mistura 4 (B8-Ocimeno, Linalol). Ndo significativo para a associacdo das varidveis comportamentais com
p=0,999860 pelo Teste Qui-quadrado (p<0,05).

2.3.3 Atratividade de machos virgens de C. anonella para as misturas dos compostos EAG-

ativos.

Os ensaios comportamentais permitiram avaliar a preferéncia pela fonte de odor dos
machos virgens de C. anonella. Os tratamentos foram testados frente ao extrato do fruto de
pinha. Para os tratamentos na concentracdo de 1uL/mL, houve diferenca significativa nas
respostas das misturas Mz e M4 quando comparadas ao extrato do fruto pelo Teste Qui-
quadrado, com p<0,05 e p<0,01, respectivamente. (Figura 2.15).
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Figura 2.15 Média dos comportamentos exibidos por machos virgens de C. anonella para as

misturas (Concentracdo: 1ul./mL) frente ao extrato de pinha.
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Nota: Média dos comportamentos exibidos por machos virgens de C. anonella para misturas sintéticas de
compostos volateis bioativos. E (Extrato de aeracdo de frutos de pinha); M1 (Mirceno, f-Ocimeno, Linalol),
M2 (Mirceno, -Ocimeno), Ms (Mirceno, Linalol), M4 (8-Ocimeno, Linalol). * indica que as respostas médias séo
significativamente diferentes pelo Teste Qui-gauadrado (p<0,05), ** indica que as respostas médias sdo
significativamente diferentes pelo Teste Qui-quadrado (p<0,01) e ns indica que as respostas ndo sao
significativamente diferentes.

Diante de formulagdes contendo os diferentes tratamentos testadas na concentragdo de
10uL/mL, houve diferenca significativa nas respostas das misturas M2 e M4 quando comparadas
ao extrato do fruto pelo Teste Qui-quadrado, com p<0,01 (Figura 2.16).
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Figura 2.16 Média dos comportamentos exibidos por machos virgens de C. anonella para as
misturas (Concentracdo: 10uL/mL) frente ao extrato de pinha.
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Nota: Mistura 1 (Mirceno, f-Ocimeno, Linalol), Mistura 2 (Mirceno, p-Ocimeno), Mistura 3 (Mirceno, Linalol),
Mistura 4 (#-Ocimeno, Linalol). ** indica que as respostas médias séo significativamente diferentes pelo Teste
Qui-quadrado (p<0,01) e ns indica que as respostas nao sdo significativamente diferentes.
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2.4 DISCUSSAO

As folhas, flores e frutos de plantas hospedeiras podem liberar centenas de compostos,
mas estudos revelam que apenas uma pequena quantidade dos componentes presentes em uma
mistura pode ser detectada pelas antenas do inseto e uma parte ainda menor parece estar
envolvida na promo¢do de mudancas comportamentais em insetos fitéfagos (ROJAS 1999,
ZHANG et al., 1999, FRASER et al., 2003).

Na familia Annonaceae, alguns constituintes volateis ja foram identificados. Segundo
Ekundayo (1989), entre os 17 géneros revisados, mais de duzentos compostos volateis foram
identificados em 0leos essenciais de diversas espécies de anonaceas. Estes compostos sdo
basicamente mono e sesquiterpenos, 0s mais comumente encontrados sdo: a-pineno, B-pineno,
mirceno, S-ocimeno, limoneno, linalol e 1,8-cineol.

Em lepidopteros, a percepcdo de odores liberados por plantas hospedeiras € crucial para
a localizacdo do hospedeiro adequado, uma vez que as fémeas utilizam essas pistas olfativas
para escolher o sitio adequado para oviposi¢do, garantindo o desenvolvimento das lagartas
recém-eclodidas, de modo que a satde do fruto, a idade e o estagio de maturagdo do hospedeiro
devem ser suficientes para que as mesmas possam desenvolver-se completamente
(BLACKMER et al., 2001).

Compostos volateis de plantas ja foram identificados como mediadores na atracdo de
machos de algumas espécies de mariposas para plantas hospedeiras, tais como: Cydia
pomonella (CORACINI et al., 2003), Lobesia boltrana (ARX et al, 2011), Hyphantria cunea
(TANG et al, 2012), entre outras. Em sua grande maioria, 0s compostos identificados séo
terpendides, a saber: S-ocimeno, S-cariofileno, p-farneseno, a-farneseno, (E)-4,8-dimetil-1,3,7-
nonatrieno, dentre outros (CORACINI et al., 2003; ARX et al, 2011; TANG et al, 2012).

Os machos da Lobesia botrana percebem e respondem aos volateis da planta hospedeira
em niveis biologicamente relevantes, indicando que o0s volateis da planta
hospedeira servem como sinais olfativos que auxiliam os machos desta espécie na busca por
lugares onde existe maior probabilidade de encontrar as fémeas coespecificas. Dos doze
compostos EAD-ativos, quatro eliciaram mudanga comportamental em machos de L. botrana,
conhecida como traca da videira. Posteriormente, a resposta comportamental dos machos da
traca da videira a quatro desses compostos apresentados individualmente e em misturas (1-
hexanol, 1-octen-3-ol, acetato de (Z)-3-hexenila e (E)-p-cariofileno) foi registrada em tanel de
vento (ARX et al, 2011).
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Para as espécies do género Cerconota, anteriormente ao presente estudo, nenhum
composto volatil de planta e/ou fruto hospedeiro foi identificado como atraente para os machos
desta espécie.

No presente estudo, pelo uso das técnicas de CG-EAD e CG-MS foi possivel identificar
trés compostos: mirceno, B-ocimeno e linalol, presentes no extrato de frutos maduros de pinha,
que desencadeiam despolarizagdo nas antenas de machos virgens de C. anonella. Com o
objetivo de verificar, dentre os compostos de pinha identificados como EAD-ativos para
machos virgens de C. anonella, quais compostos eliciam atracdo e, se todos eles contribuem
efetivamente para a atracdo de machos virgens de C. anonella, foram conduzidos bioensaios
comportamentais em laboratério, demonstrando-se que, duas misturas testadas contribuem
igualmente para a atracdo de machos.

Quando os machos desta espécie foram expostas a duas composi¢des idénticas com
concentracdes diferentes, as diferencas na concentracdo de volateis da planta podem ter sido
interpretadas como uma fungdo da distancia até a planta. No entanto, os resultados néo
fornecem indicacéo de que uma mariposa optaria por uma mistura de planta hospedeira em uma
concentragcdo mais alta, na verdade, a localiza¢do do hospedeiro dependera predominantemente
da composi¢do da mistura, e ndo da concentragio (RIFFELL et al, 2008; SPATHE, et al, 2013).
Com bases nessas informacoes e, tendo em vista os resultados obtidos no presente estudo, pode-
se inferir que, como as duas concentracdes das misturas dos componentes volateis de frutos de
pinha desencadearam resposta atrativa em machos de C. anonella, as formulagbes em menor
concentragdo podem ser usadas em testes futuros, sem perda da atratividade.

A comparacao entre a associacdo dos comportamentos observados dos compostos
bioativos quando testados individualmente e em misturas, apresentou maior resposta
comportamental para as misturas dos compostos EAD-ativos. Esse fato corrobora com Bruce
& Pickett, (2011), visto que eles afirmam que a atividade comportamental induzida por misturas
de volateis é mais forte do que aquela induzida por compostos individuais. O processamento
olfativo de misturas volateis geram respostas comportamentais que sdo diferentes das respostas
eliciadas por compostos individuais. Existe, portanto, um nivel de percepcao da qualidade do
odor que depende de combinacdes de volateis para formar a percepcdo completa detectada pelo
inseto.

Embora as plantas hospedeiras estejam frequentemente entre uma série de outras
plantas, os insetos conseguem identificar seus hospedeiros de maneira especifica, atendendo
suas necessidades nutricionais e localizando sitios adequados para a oviposi¢cdo. O

reconhecimento da planta hospedeira depende das proporcdes de volateis da planta e ndo apenas
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da deteccdo da presencga ou auséncia de compostos especificos. Os neurdnios receptores de
odores (ORN’s) presentes nas antenas dos insetos, permitem o reconhecimento de combinagdes
especificas de volateis, de maneira tal que, as misturas de constituintes volateis exercem um
papel primordial na identificacdo dos odores por parte dos insetos (BRUCE et al., 2005;
BEYAERT et al., 2009).

Segundo Bruce & Pickett (2011), uma vez estabelecido que as misturas de volateis
desempenham um papel importante na codificacdo de odores do hospedeiro por insetos, é
importante considerar a composi¢do dessas misturas de odores e as propriedades necessarias
para que funcionem como pistas de reconhecimento do hospedeiro. Frequentemente, a omissao
de certos componentes em uma mistura de volateis resulta na reducdo substancial da atividade
atrativa, enquanto outros componentes desempenham um papel menor e podem ser omitidos
sem perda significativa no nivel de atracdo, o chamado efeito de redundancia.

A atividade comportamental de machos de C. anonella foi avaliada a fim de verificar
qual formulacdo é capaz de desencadear atratividade e se, de acordo com o efeito de
redundancia, misturas contendo apenas alguns dos componentes bioativos sdo igualmente
eficazes na atracdo de machos coespecificos.

Deste modo, os resultados demonstraram que a mistura terndria Mi, nas duas
concentragdes testadas, € tdo atrativa quanto o extrato de frutos maduros de pinha, sem
apresentar diferenca estatistica esses tratamentos. No entanto, as misturas binarias, Mz, na
concentragéo de 1uL/mL, e Ms, na concentragdo de 10uL/mL, diferiram estatisticamente do
tratamento controle, demonstrando serem mais atrativas que o extrato dos frutos maduros de
pinha. Assim, pode-se inferir que os componentes eletrofisiologicamente ativos séo parte da
mistura usada por machos para localizar o hospedeiro. Todavia, a omissdo do B-ocimeno,
componente majoritario da mistura cairomonal do extrato de pinha, ndo reduziu a atratividade
dos machos de C. anonella, corroborando com o efeito de redundéncia descrito por Bruce &
Pickett (2011). Ainda foram observadas baixas respostas atrativas as misturas binarias M2, na
concentragcdo de 10pL/mL, e My, na concentracdo de 1uL/mL, diferindo estatisticamente do
extrato cairomonal.

Tasin e colaboradores (2007) verificaram a atratividade da traca da videira, Lobesia
botrana, a uma mistura de 10 componentes volateis que provocaram resposta antenal em fémeas
desta espécie. O efeito de redundancia foi observado, uma vez que o comportamento atrativo
para uma mistura de apenas trés componentes, /5 -cariofileno, (E)-f-farneseno e (E)-4,8-dimetil-
1,3,7-nonatrieno, ndo diferiu significativamente quando comparado a atracdo da mistura de 10
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componentes. Foi observado ainda que a omissé@o de algum desses trés componentes, diminuiu
drasticamente a resposta atrativa das fémeas.

Backman et al. (2001) e Bengtsson et al. (2001) relataram a resposta antenal da mariposa
Cydia pomonella aos volateis de frutos de maca. Coracini e colaboradores (2004) testaram, em
campo e em tanel de vento, os compostos que elicitaram a resposta antenal em fémeas de C.
pomonella. Em campo, o composto (E)-g-farneseno capturou machos de C. pomonella.
Entretanto, a adicdo de outros volateis da maca, incluindo (E, E)-a-farneseno, linalol ou (E,E)-
farnesol ao (E)-p-farneseno, ndo aumentou significativamente a captura de machos nas
armadilhas. J4 em tanel de vento os machos foram atraidos para o (E, E)-farnesol e ndo para o
(E)-p-farneseno, todavia, a adicdo de (E, E)-a-farneseno ao (E)-B-farneseno promoveu um
efeito sinérgico na atracdo dos machos. Além disso, foi constatado que a sequéncia
comportamental observada era equivalente ao comportamento desencadeado pelo feroménio
sexual.

Para a mariposa Hyphantria cunea, praga da amoreira, dentre os onze compostos EAG-
ativos, as antenas de machos respondem ao composto S-ocimeno e este composto, quando
associado ao feroménio sexual, aumenta a atratividade de machos da espécie (TANG et al,
2012).

Além da comprovacdo da atratividade de machos para os volateis dos frutos
hospedeiros, a literatura reporta diversos estudos onde a atratividade é aumentada quando ha
uma combinacdo dos volateis ao feromonio sexual (TANG et al, 2012; BENGTSSON et al,
2001; DENG et al, 2004).

Pelo exposto, é valido ressaltar a importancia do estudo da influéncia dos volateis dos
frutos de pinha em machos virgens de C. anonella, a fim de verificar a possivel sinergia dos

volateis dos frutos dos hosperdeiros ao feromonio sexual na atracdo de machos de C. anonella.
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2.5 CONCLUSOES

A mistura de compostos volateis liberada por frutos de pinha elicia comportamento de
atracdo em machos virgens de C. anonella. Dentre os compostos presentes nesta mistura, 0s
monoterpenos mirceno, S-ocimeno e linalol eliciam respostas eletrofisiologicas em machos
virgens desta espécie. O presente estudo demonstrou que as misturas Mz (mirceno/linalol) e
Ms (p-ocimeno/linalol), nas concentragdes de 1uL/mL e 10pL/mL, respectivamente,
desencadeiam maior resposta atrativa em machos virgens, quando comparadas ao extrato
cairomonal de frutos maduros de pinha, evidenciando que, nem todos 0s componentes da
mistura cairomonal sdo essenciais para a atividade atrativa de machos coespecificos.

Por fim, as formulacges atraentes para machos virgens de C. anonella aqui descritas sao
inéditas e constituem novas ferramentas que podem ser usadas no manejo deste inseto-praga
para diminuir o nimero de acasalamentos, pela interferéncia ou impedimento da transmisséo

de sinais entre 0s parceiros sexuais.
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CAPITULO 3

EFEITO SINERGICO DOS CONSTITUINTES VOLATEIS DOS FRUTOS DE PINHA
COM O FEROMONIO SEXUAL NA ATRACAO DE MACHOS DE Cerconota
anonella (Lepidoptera: Depressaridae)
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RESUMO

A broca-do-fruto, Cerconota anonella (Lepidoptera: Depressaridae), destaca-se como uma das
principais pragas das culturas de anonéceas no Brasil, especialmente pinha e graviola. C.
anonella limita o cultivo devido aos danos relevantes provocados aos frutos, diminuindo o
potencial de producdo da lavoura e gerando prejuizos econdémicos. O presente trabalho
objetivou avaliar o efeito sinérgico da combinacdo dos volateis de frutos hospedeiros de pinha
(Anona squamosa) com o feroménio sexual produzido por fémeas coespecificas. Para tanto,
fémeas virgens de C. anonela foram utilizadas para a extracdo das glandulas abdominais
responsaveis pela producdo do feromonio sexual, Posteriormente, foram preparados extratos
hexanicos contendo a mistura feromonal. Os constituintes volateis dos frutos de pinha que
desencadeiam a resposta antenal em machos foram identificados anteriormente, a saber:
mirceno, S-ocimeno e linalol. Misturas dos compostos EAD-ativos foram utilizadas em
bioensaios laboratoriais, em combinacdo com o extrato feromonal, a fim de verificar se a
mistura do feroménio sexual e os volatéis dos frutos potencializam a resposta atrativa de
machos virgens de C. anonella. Os resultados obtidos demonstram que as misturas Mg
(mirceno/g-ocimeno/linalol) e M4 (B-ocimeno/linalol), na concentragdo de 1pL/mL, quando
adicionadas ao feroménio sexual, aumentam a resposta atrativa de machos virgens de C.
anonella atraidos para estes tratamentos, diferindo significativamente do tratamento controle
(extrato feromonal sozinho). Assim, o presente estudo mostra-se promissor, uma vez que as
formulacbes obtidas podem ser usadas no Manejo Integrado de Pragas (MIP) para fins de

monitoramento ou captura da broca-do-fruto.

Palavras-chave: Sinergia; broca-do-fruto; feromdnio sexual.
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ABSTRACT

The fruit borer, Cerconota anonella (Lepidoptera: Depressaridae), stands out as one of the main
pests of anonaceae crops in Brazil, especially custard apple and soursop. C. anonella limits the
cultivation due to relevant damages caused to the fruit, reducing the crop's production potential
and generating economic losses. The present work aimed to evaluate the synergy between the
volatiles of custard apple (Anona squamosa) host fruits and the sex pheromone. For that, virgin
females of C. anonela were used for the extraction of the abdominal glands responsible for the
production of the sex pheromone. Subsequently, hexane extracts containing the pheromone
mixture were prepared. The volatile constituents of custard apple fruits that trigger the antennal
response in males were previously identified, namely: myrcene, B-ocimene and linalool.
Mixtures of EAD-active compounds were used in laboratory bioassays, in combination with
pheromone extract, in order to verify if the mixture of sex pheromone and fruit volatiles enhance
the attractive response of virgin males of C. anonella. The results obtained demonstrate that the
mixtures M1 (myrcene/p-ocymene/linalool) and M4 (B-ocymene/linalool), at a concentration of
1uL/mL, when added to the sex pheromone, increase the attractive response of virgin males of
C. anonella attracted to these treatments, differing significantly from the control treatment
(pheromonal extract alone). Thus, the present study shows promise, since the formulations
obtained can be used in Integrated Pest Management (IPM) for monitoring or capturing the fruit
borer.

Keywords: Synergy; fruit borer; sex pheromone.
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3.1 INTRODUCAO

A producdo mundial de frutas tem apresentado um crescimento continuo. No ano de
2017 o volume foi de 865,2 milhdes de toneladas, um aumento de 10,1% em comparagdo ao
ano de 2008. O Brasil ocupa a terceira posi¢ao no ranking da produgdo mundial de frutas, com
uma producéo de 41,1 milhdes de toneladas no ano de 2018. Com a oferta de frutas tropicais e
de clima temperado durante boa parte do ano, a presenca brasileira no mercado externo é
possivel pela extensdo territorial do pais, posicdo geografica e condi¢Ges de clima e solo
privilegiadas (ANDRADE, 2020).

Por produzirem frutos de grande interesse comercial, as anonaceas compdem um grupo de
plantas que se tém destacado em algumas partes do mundo, incluindo o Brasil. Entre os mais
destacados membros desta familia, estdo a pinha (A. squamosa), a graviola (A. muricata),
acherimolia (Annona cherimola) e a atemoia ((hibrido A. squamosa x A. cherimola). No Brasil,
apenas pinha e graviola sdo anonaceas popularmente conhecidas em todos os estados (LEMOS,
2014).

No Nordeste brasileiro, regido onde este estudo foi desenvolvido, pinha e graviola
apresentam 97% e 90%, respectivamente de toda a area cultivada no pais. Entretanto, conforme
destacado por Sacramento e colaboradores (2009), a broca-do-frutos, Cerconota anonella, é
considerada uma das principais pragas primarias em algumas regides produtoras de anonaceas
no Brasil (IBGE, 2021).

C. anonella ataca os frutos em qualquer tamanho e idade, e, a medida que as lagartas se
alimentam da polpa, abrem galerias no fruto tornando-os impréprios para 0 consumo in natura
e também para a comercializacdo, por dificultar a extracdo da polpa (FREITAS, 2012).

Atualmente, para minimizar os danos causados por esta praga, sdo empregados,
basicamente, aos controles quimico e cultural, por meio de pulverizagdes de inseticidas ou o
ensacamento de frutos jovens, respectivamente. Entretanto, outras medidas sdo recomendadas
visando diminuir os prejuizos as culturas hospedeiras, como monitoramento do pomar, uso de
inimigos naturais, coleta e enterro de frutos atacados pela praga, uso de armadilhas, aplicacéo
de inseticidas naturais e poda de ramos atacados (BRITO, 2010; LUNA, 1998; FREITAS,
2012).

Métodos alternativos, novos e promissores para combater insetos-praga incluem a
manipulacdo de seu comportamento com a aplicagdo de versdes sintéticas de semioquimicos

(substancias naturais volateis e ndo volateis envolvidas na comunicacdo intra e/ou
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interespecifica entre organismos). Os semioquimicos podem ser usados, por exemplo, como
iscas para monitorar a presenca de insetos (REISENMAN et al., 2016).

Estudos comprovam a importéancia da relacdo dos insetos herbivoros frente aos seus
respectivos hospedeiros. Essa integracdo pode gerar mudancas fisiologicas e/ou estimular
comportamentos nos insetos, tais como os de alimentacéo, acasalamento e reproducado, devido
a possibilidade de interagdes entre os feromdnios dos insetos e os aleloquimicos da planta
hospedeira (LANDOLT & PHILLIPS, 1997).

As plantas hospedeiras desempenham um papel essencial na producéo e utilizacéo de
feroménios sexuais por insetos fitéfagos, através do sequestro de componentes quimicos
bioativos e precursores de feromonios sexuais da planta hospedeira, na forma jovem ou adulta
do inseto (NISHIDA, 2002).

A interrupcdo do acasalamento, em que grandes quantidades de um feroménio sexual
sintético séo liberadas em uma cultura, tem sido usada para erradicar pragas de insetos que se
tornaram resistentes a pesticidas (WYATT, 2003; WITZGALL et al., 2010).

Os compostos volateis presentes nas plantas hospedeiras podem desencadear um efeito
atrativo no comportamento de insetos quando liberados em combinacdo com o feromonio
sexual. Este efeito pode resultar em sinergia, de modo que a resposta de atracdo desencadeada
pela combinacdo do feromonio sexual com os compostos volateis da planta € maior do que a
resposta exibida quando esses componentes sdo testados separadamente, podendo ser
empregada em estratégia que visa a interrup¢do do acasalamento (REDDY & GUERRERO,
2004).

Diante do exposto, objetivou-se investigar a existéncia de sinergia entre o feromonio
sexual liberado por fémeas virgens de C. anonella e misturas dos compostos volateis bioativos
liberados por frutos hospedeiros de pinha (A. squamosa), na atracdo de machos virgens

coespecificos.


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fphys.2016.00271/full#B311
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3.2 MATERIAIS E METODOS
3.2.1 Obtencao dos insetos

Os frutos com sinais de ataque de C. anonella em diferentes estagios de maturacao
(Figura 3.1A), foram coletados em pomares localizados no municipio de Coruripe-AL
(10°09°54°’S; 36°21°07°°W). Apos a coleta, foram levados para o laboratério de Ecologia
Quimica na Universidade Federal de Alagoas (UFAL), onde foram armazenados em gaiolas de
madeira (30 cm de largura x 30 cm de comprimento x 30 cm de altura) com as laterais cobertas
por tela (Figura 3.1B).

As lagartas foram retiradas dos frutos e transferidas para placas de Petri (90 mm x 15
mm) e mantidas em dieta artificial até a pupacdo (Da Silva, 2006). As pupas foram sexadas e
mantidas em recipientes de vidro (14,8 cm x 30 cm x 30 cm) em condi¢fes seminaturais
(fotoperiodo invertido del2h:12h, 24,1 + 1,2 °C e umidade relativa de 65,0 + 1,9%) (Figura
3.1C). Apo6s a emergéncia, fémeas e machos virgens de C. anonella, foram colocados em
camaras de vidro (9 cm x 16 x 9 cm) e alimentados com uma solucéo de sacarose em agua a
10%. As fémeas virgens foram usadas para obtengédo do extrato feromonal e 0os machos virgens

foram utilizadas em posteriores bioensaios laboratoriais.

Figura 3.1 Manutencao dos insetos

Fonte: AUTOR, 2021.
3.2.2 Obtencao de extratos de glandulas abdominais de C. anonella

Ao exibirem o comportamento de chamamento, dez fémeas virgens, com idade de 2-3,
foram retiradas das gaiolas de manutencdo e levadas ao freezer (-5°C), durante 5 minutos, para

fins de imobilizacdo e de manutencdo das condicGes fisiologicas da glandula produtora do
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feromdnio. Ao termino desse periodo, as fémeas foram retiradas do freezer (Figura 3.2A) e,
com auxilio de um bisturi, o0 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 preparacdo dos extratos, a cuba
foi mantida imersa em gelo (Figura 3.2B), a fim de evitar a evaporac¢do do solvente. Com o
auxilio de uma pipeta de Pasteur o extrato obtido foi transferido para um tubo, tipo vial,

anteriormente etiquetado e levado ao freezer para posterior utilizacdo. (Figura 3.2C).

Figura 3.2 Obtencdo dos extratos contendo o feroménio sexual. (A): Fémea imobilizada; (B):
Glandulas abdominais em cuba de vidro e (C): Extrato obtido.

B C

———

Fonte: AUTOR, 2021.

3.2.3 Obtencéo das formulagdes dos compostos volateis sintéticos

Os padrdes dos compostos sintéticos dos compostos eletrosifiologicamante ativos
(mirceno, 3-ocimeno e linalol) foram adquiridos comercialmente (Sigma-Aldrich, Brasil) com
grau de pureza > 98,5%. Solugdes desses compostos em hexano foram preparadas em uma
concentragdo total de 1 ul/mL para uso nos bioensaios comportamentais. ESta concentragdo
foi escolhida com base em bioensaios preliminares.

A partir das solucdes estoques dos padrdes sintéticos bioativos foram preparadas quatro
misturas: M1 (mirceno/B-ocimeno/linalol), M2 (mirceno/B-ocimeno), Mz (mirceno/linalol) e
M4 (B-ocimeno/linalol). Para o preparo das misturas foram utilizados volumes iguais de cada
um dos padrdes sintéticos.

Aliquotas de 10 pL de cada tratamento foram formuladas em 0,01 g de microesferas de
quitosana, com grau de desacetilacdo de 65%, através da adsorcdo por contato durante um
periodo de 24h, para garantir a evaporacdo do solvente. As formulacGes preparadas foram
colocadas em um frasco tipo eppendorf (10,7 mm de didmetro x 39,5 mm de altura), e a tampa
foi aberta antes do inicio de cada bioensaio. As formulagGes obtidas resultaram na dose 0,1 ng.
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3.2.4 Bioensaios comportamentais

Para os bioensaios com machos virgens, foram confrontados entre si o extrato feromonal
e a combinacdo do extrato com as quatro misturas de volateis bioativos (extrato feromonal +

volateis), separadamente, na proporc¢dol:1, tendo o extrato como tratamento controle (Tabelal).

Tabela 3.1 Tratamentos testados formulados em biopolimero

Tratamentos

Extrato (E) versus Extrato + Mistura 1 (E+My)
Extrato (E) versus Extrato + Mistura 2 (E+M3)
Extrato (E) versus Extrato + Mistura 3 (E+M3)
Extrato (E) versus Extrato + Mistura 4 (E+My)

Para avaliar os comportamentos exibidos por machos virgens de C. anonella, os bioensaios
foram realizados em arena de vidro (54 cm de comprimento x 25,8 cm de largura x 24,7 cm de
altura), acoplada a um tubo de vidro bifurcado, conhecido como olfatometro em “Y” (15,7 cm
de comprimento x 4,4 cm de altura), e uma bomba de ar. O ar introduzido no olfatdmetro foi

purificado pela passagem em um filtro de carvéo ativo (Figura 3.3).

Figura 3.3 Olfatdmetro em Y, acoplado a arena.

Fonte: AUTOR, 2021.

Todos os bioensaios foram conduzidos em sala climatizada (24,1 + 1,2 °C e umidade

relativa de 65,0 + 1,9%) durante a escotofase, entre 9h00 e 11h30. Pelo fato dos bioensaios
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serem realizados no escuro, 0s mesmos foram conduzidos com auxilio de uma luz vermelha,
para visualizagdo do comportamento do inseto.

O eppendorf contendo o tratamento controlo foi colocado em um dos bragos do sistema
Y, no outro brago do sistema foi colocado o eppendorf contendo a combinacdo
feromdnio+mistura de volateis (Figura 3).

Foi utilizado um macho virgem por bioensaio. O extrato foi considerado preferencial,
quando este atraisse 0s insetos ou provocasse 0s comportamentos de antenagao, voo curto e/ou
voo longo orientado em direcdo a fonte de odor. As posi¢cdes dos bracos do olfatdmetro foram
alteradas entre os tratamentos para evitar qualquer efeito tendencioso de habituagdo. Foram
realizadas seis repeticGes para cada tratamento (solu¢Ges dos compostos sintéticos individuais

e misturas). O tempo de observacao para cada bioensaio foi de quinze minutos.

3.2.5. Andlises estatisticas

Para a avaliacdo da atratividade, 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 ndo foram atendidos,
0 teste ndo-paramétrico Qui-quadrato (p<0,05 e p<0,01) foi aplicado a fim de verificar quais

tratamentos influenciaram no comportamento de atratividade de machos virgens de C. anonella.
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3.3 RESULTADOS

3.3.1 Atratividade de machos virgens de C. anonella para as misturas dos compostos EAG-

ativos em combinacé@o com o feromonio sexual

Os ensaios comportamentais permitiram avaliar a preferéncia dos machos virgens de C.
anonella pela fonte de odor. Os tratamentos foram testados frente ao extrato feromonal de
fémeas virgens coespecificas. Foram observadas diferencas significativas nas respostas das
misturas E+M1, E+Ms e E+M4 quando comparadas ao extrato do fruto pelo Teste Qui-quadrado,
com p<0,05 e p<0,01 (Figura 3.4).

Figura 3.4 Atratividade de machos virgens de C. anonella para as misturas dos compostos

EAG-ativos em combinagdo com o feromonio sexual.
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Linalol). * indica que as respostas médias sdo significativamente diferentes pelo Teste Qui-Quadrado (p<0,05), **
indica que as respostas médias sdo significativamente diferentes pelo Teste Qui-Quadrado (p<0,01) e ns indica
que as respostas nao sao significativamente diferentes.
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3.4 DISCUSSAO

Ao detectar um parceiro, o sistema olfativo do inseto é confrontado ndo apenas com
feromdnios sexuais, mas também pela presenca de odores de fundo, como volateis de plantas,
por exemplo. Os odores de fundo podem ser irrelevantes, "mascarar” o odor alvo, tornando-o
irreconhecivel, ou podem melhorar a resposta a um odor alvo (REISENMAN et al., 2016;
SCHROEDER & HILKER, 2008)

Segundo Spathe et al (2013), iscas de odor com multicomponentes tendem a ser mais
atraentes do que odorantes Unicos, pois podem formar “objetos de odor” especificos e
confiaveis, facilitando a localizag¢&o do organismo alvo.

Um maior quantidade de insetos machos alcanca ou se aproxima das fontes de
feromdnio quando plantas hospedeiras estdo presentes, sendo assim, feromonios sexuais
combinados com volateis de plantas podem ser mais atraentes para insetos fitofagos, uma vez
que tal mistura pode indicar a presenca de um parceiro para acasalamento. (BINYAMEEN et
al., 2013; REISENMAN et al., 2016).

Para os machos de Grapholita molesta, por exemplo, Varela e colaboradores (2011)
observaram um efeito sinérgico entre os volateis da planta hospedeira e o feromdnio sexual
liberado por fémeas desta espécie. Eles utilizaram uma mistura de cinco compostos volateis
presentes no pessegueiro para determinar se os volateis da planta hospedeira em combinacgéo
com a mistura sintética de feromonio sexual potencializavam a atragdo de machos de G. molesta
em condicBes de laboratorio. Eles concluiram que estes componentes volateis quando
associados ao feromoénio das fémeas desencadeiam respostas em machos de G. molesta,
evidenciando o aumento de atratividade destes machos.

Deng e colaboradores (2004) mediram, em tanel de vento e em campo, a taxa de captura
de machos de Spodoptera exigua quando expostos ao feromdnio sexual com compostos volateis
produzidos por plantas hospedeiras. Benzaldeido, fenilacetaldeido, acetato de (Z)-3-hexenila e
linalol foram adicionados, individualmente, ao feromonio e a taxa de captura de machos de S.
exigua aumentou em 101,4%, 79,6%, 60,6% e 34,3%, respectivamente, em comparacdo ao
feromdnio sexual sozinho. Em testes de campo, armadilhas iscadas com o feroménio + (E)-2-
hexenal, feroménio + fenilacetaldeido, feromonio + acetato de (Z)-3-hexenila e feromdnio +
(2)-3-hexenol aumentaram as capturas de tracas em 38,8%, 34,6%, 24,6% e 20,8%,
respectivamente, em comparacdo com as armadilhas iscadas apenas com o feromonio.
Sugerindo, assim, que os volateis da planta hospedeira aumentam a resposta de orientacao dos

machos desta espécie para as fontes do feromonio sexual.
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Em um estudo semelhante, Yang et al (2004) verificaram que 0s compostos volateis
sinergizam a atragdo de machos Cydia pomonella ao (E,E)-8,10-dodecadien-1-ol conhecido
como codlemone. Volateis que provocaram resposta antenal em machos de C. pomanella, a
saber: linalol, (E)-p-farneseno e (Z)-3-hexen-1-ol, foram adicionadas, individualmente, ao
(E,E)-8,10-dodecadien-1-ol e houve um aumento 60%, 58%, 56% e 37%, respectivamente, na
atratividade de machos de C. pomonella.

No presente estudo, por meio de bioensaios laboratoriais, foi possivel verificar a
resposta atrativa de machos de C. anonella quando misturas dos constituintes volateis de frutos
maduros de pinha (mirceno, p-ocimeno, linalol) sédo adicionados ao extrato do feroménio
sexual. Observou-se um aumento no nimero de respostas quando as misturas M1 e M4 foram
adicionadas ao feroménio sexual, apresentando diferenca estatistica significativa quando
testadas frente ao extrato feromonal sozinho. Assim, pode-se inferir que essas misturas, quando
adicionadas ao extrato feromonal, potencializam a resposta atrativa de machos virgens de C.
anonella, evidenciando a existéncia de sinergia entre o feromonio sexual e misturas de volateis
dos componentes bioativos presentes no fruto hospedeiro desse inseto-praga.

Tang e colaboradores (2012) demonstraram que a atracdo de machos de Hyphantria
cunea foi amplificada ao serem adicionados compostos volateis liberados por folhas de
amoreira ao feroménio sexual. O f-ocimeno, por exemplo, composto volatil liberado por folhas
danificadas por herbivoria, em sinergia com o feroménio sexual, aumentou a resposta atrativa
de machos de H. cunea. De forma analoga, as misturas, ternaria e binarias, dos volateis de frutos
de pinha adicionadas ao extrato feromonal de fémeas amplificam a atividade comportamental
de machos de C. anonella, ocasionando um aumento no nimero de respostas atrativas desses
machos.

Em estudos realizados com a mariposa Cydia pomonella, foram avaliados os efeitos da
adicdo de volateis de plantas ao feromonio sexual nas respostas comportamentais de machos da
traca-da-maca. Diferente de Yang e colaboradores, Schmera e Guerin adicionaram os volateis
de plantas a mistura feromonal, ndo apenas ao componente majoritario do feroménio. A adicdo
de R(+)-limoneno, linalol, (E)-B-farneseno ou (E, Z)-2,4-decadienoato de etila aumentou
significativamente a resposta de machos voando para a fonte de odor em tunel de vento. O
resultado ndo difere das respostas de machos as fémeas liberando o feroménio. Foi constatado
ainda que o tempo de resposta, sob critérios comportamentais, foi encurtado. Assim sendo,
encurtar o tempo de resposta e aumentar a atratividade para as formulagdes contendo o
feroménio sexual pode ser a chave para aumentar a eficicia da interrupcdo do acasalamento
desta espécie (SCHMERA & GUERIN, 2012).
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A interacdo entre o feroménio e os volateis de plantas hospedeiras pode apresentar uma
importante pista quimica para os insetos encontrarem seus parceiros sexuais em sitios de copula.
Além disso, essa pista pode ser também ser um fator consideravel no isolamento reprodutivo
das espécies. Por fim, a pesquisa com semioquimicos apresenta vantagens importantes do ponto
de vista ambiental, principalmente no que se refere a sua alta especificidade, seu carater atoxico
e eficacia em baixas concentracfes (ALTAFINI, 2008; PIRES, 2013)
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3.5 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos no presente estudo, foi demonstrado pela primeira vez
que misturas dos constituintes bioativos de frutos de pinha, em combinacdo com o feroménio
sexual de fémeas virgens de C. anonella aumentam a resposta atrativa de machos virgens
coespecificos. Constatou-se que as misturas ternaria e binaria, M1 e Mg, respectivamente,
quando adicionadas ao extrato feromonal, potencializam o aumento no numero de
comportamentos exibidos por machos virgens, refletindo no aumento da atratividade desses
machos.

Este foi o primeiro estudo relatado sobre a influéncia que os volateis de frutos
hospedeiros quando combinados com o feromonio sexual de C. anonella. Por serem atraentes,
as misturas do extrato feromonal e os volateis dos frutos tém grande potencial de uso no

monitoramento e captura de C. anonella, visando diminuir a densidade populacional da praga.
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CAPITULO 4

AVALIA(;AO DE ATIVIDADE INSETICIDA DA CASCA DO TRONCO DE Genipa
americana SOBRE MACHOS E FEMEAS DE Cerconota anonella



91

RESUMO

Cerconota anonella, conhecida como broca-do-fruto das anonéceas, é considerada uma das
pragas mais sérias em plantios comerciais de pinha e graviola. Atualmente, ndo existem
produtos comercialmente disponiveis para controlar os danos causados aos frutos por este
inseto. Assim, com o objetivo de controlar esta praga, utilizam-se métodos como o ensacamento
dos frutos verdes, metodologia que exige elevada méo de obra, e aplicagéo direta de inseticidas.
Nesse Ultimo caso, a elevada toxicidade dos compostos utilizados sobre o ambiente e
organismos nao-alvos tém levado a um aumento na busca por produtos naturais isentos de
toxicidade e efetivos no controle de insetos praga. Extratos de isolados de plantas tém
apresentado atividade inseticida e por esse motivo tém sido alvo de estudos nos ultimos anos.
O Jenipapeiro, Genipa americana L., pertencente a familia Rubiaceae é uma arvore originaria
da America Central e atualmente encontra-se distribuido nas regides tropicais de diversos paises
da América, Asia e Africa. N4o havendo registros de que essa espécie de planta seja alvo de
Cerconota anonella, o presente estudo tem como objetivo avaliar a atividade inseticida do
extrato da casca de Genipa americana contra a broca-do-fruto. Para tanto, foi preparado o
extrato bruto em Tris-HCI 50 mM, pH 8,0 da casca do caule da planta e inserido nas dietas das
lagartas e dos insetos adultos e, os mesmos, foram mantidos em contato com a dieta ao longo
de 7 dias. Assim, analisou-se a sobrevivéncia dos insetos. Para as lagartas, o extrato de G.
americana ndo apresentou taxa de mortalidade satisfatoria. Entretanto, na avaliacdo dos adultos,
constatou-se que o extrato, nas trés concentracdes testadas, resultou na mortalidade dos insetos,
entretanto, o extrato a 25% gerou uma taxa de mortalidade de 70% em 3 dias de observacao.
Os resultados desta pesquisa sdo promissores para 0 emprego de métodos alternativos para o
controle da broca-do-fruto.

Palavras-chave: Cerconota anonella; Genipa americana L.; bioinseticida.



92

ABSTRACT

Cerconota anonella, known as the fruit borer of annonaceae, is considered one of the most
serious pests in commercial plantations of custard apple and soursop. Currently, there are no
commercially available products to control the damage caused to fruits by this insect. Thus, in
order to control this pest, methods such as bagging green fruits are used, a methodology that
requires high labor and direct application of insecticides. In the latter case, the high toxicity of
the compounds used on the environment and non-target organisms have led to an increase in
the search for natural products free of toxicity and effective in controlling pest insects. Extracts
from plant isolates have shown insecticidal activity and, for this reason, they have been the
subject of studies in recent years. The Jenipapeiro, Genipa americana L., belonging to the
Rubiaceae family is a tree originally from Central America and is currently found in tropical
regions of several countries in America, Asia and Africa. There are no records that this plant
species is a target of Cerconota anonella, the present study aims to evaluate the insecticidal
activity of the Genipa americana bark extract against the fruit borer. For this, the crude extract
was prepared in Tris-HCI 50 mM, pH 8.0, from the plant stem bark and inserted into the diets
of caterpillars and adult insects, and they were kept in contact with the diet over a period of
time. 7 days. Thus, the survival of insects was analyzed. For caterpillars, the G. americana
extract did not show a satisfactory mortality rate. However, in the evaluation of adults, it was
found that the extract, in the three concentrations tested, resulted in insect mortality, however,
the extract at 25% generated a mortality rate of 70% in 3 days of observation. The results of

this research are promising for the use of alternative methods to control the fruit borer.

Keywords: Cerconota anonella; American Genipa L.; biopesticide.
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4.1 INTRODUCAO

O Jenipapeiro (Genipa americana L.), pertencente a familia Rubiaceae, é uma arvore
originaria na América Central e, atualmente, encontra-se amplamente distribuida nas regides
tropicais da América Central e do Sul. No Brasil, a cultura de jenipapo, é encontrada desde Sdo
Paulo até o Amazonas, principalmente na regido litordnea, nativa de varzeas umidas ou
encharcadas (SOUZA, 2007; DE JESUS, 2020, LORENZI & MATOS, 2008).

A arvore do jenipapo pode atingir de 8 a 15 metros de altura, com copa bem ramificada
e frondosa e tronco liso de 40 a 60 cm de diametro. Apresenta folhas simples, subcoriaceas,
com comprimento de 15 a 25 cm. As flores, inicialmente brancas, sdo grandes. Os frutos sao
bagas globosas, possuem coloracdo amarelada, quando madura, e sementes achatadas na cor
marrom-amareladas. A polpa apresenta coloracdo parda, sabor adocicado e odor caracteristico
(LORENZI & MATOS, 2008).

O jenipapeiro é uma arvore ornamental. O tronco fornece madeira de boa qualidade,
amplamente utilizada na construcao civil. O fruto geralmente é comercializado em feiras livres
e supermercados, podendo ser consumido fresco ou utilizado na producédo de doces, compotas,
geleias, licor e vinho. O corante do fruto verde é empregado na pintura em rituais indigenas
(CNIP, 2021).

Na composicdo do jenipapo podem ser encontrados importantes compostos bioativos
como genipina, geniposideo, B-sitosterol e diversos compostos fenolicos como, por exemplo,
leucoantocianidinas, catequinas, flavanonas, antraquinonas, cumarinas e flavonoéis, bem como
triterpenodides e esteroides. O estudo fitoquimico da casca do caule revelou a presenca de
flavonas, flavondis, xantonas, triterpenoides e saponinas. No extrato da folha foi constatada a
presenca de flavondides e iridoides, associados a atividades biologicas (FARIA, 2019; OMENA
etal. 2012; ALVES et al. 2017).

Os extratos de plantas tém sido amplamente investigados a fim de avaliar sua toxicidade
em insetos-praga, Visto que esses extratos possuem uma grande quantidade de metabolitos,
primarios e secundarios, com efeitos diversos. Os metabdlitos secundarios de plantas, por
exemplo, tém sido utilizados como pesticidas, podendo causar interferéncia toxica nas funcbes
bioquimicas e fisioldgicas de insetos herbivoros (CHICUTA et al, 2021; BRATTSTEN, 1998.).

As substancias com potencial inseticida podem ser obtidas a partir de moagem de partes
de plantas ou ainda ap6s a extragdo com solventes organicos ou aquosos. Uma vez disperso no
ambiente, os extratos de plantas, podem dificultar a acdo de insetos herbivoros, seja por inibir

a alimentacdo, reduzir a oviposicao, prejudicar o crescimento larval, ou por atrair polinizadores
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ou inimigos naturais. Extratos vegetais também possuem moléculas com ampla diversidade
quimica, tornando-se uma importante fonte para obtencdo de produtos com alto valor
biotecnologico (MARCIEL et al., 2010; MAZHAWIDZA et al., 2017, CAMAROTI et al.,
2018; SANTOS, et al., 2018; CERDA et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2020; LIMA, 2019).

Devido aos efeitos negativos relacionados ao uso de produtos sintéticos, principalmente
pesticidas halogenados e organofosforados, bem como a ascensé@o do uso de produtos naturais
para auxiliar no manejo integrado de pragas (MIP) e as demonstracdes de fitoquimicos como
grande fonte de controle de pragas, diversos grupos de pesquisa tracaram o perfil de metabdlitos
secundarios de uma variedade de espécies de plantas (DEHGHANI-SAMANI et al., 2015;
FARIAS et al., 2018.).

Extratos de plantas com potencial inseticidas sdo cada vez mais explorados por ser de
facil obtencdo e manuseio, e por possuirem o objetivo da otimizacdo do controle de insetos de
modo sustentavel e economicamente eficaz, reduzindo o uso de agrotoxicos e buscando obter
um equilibrio entre interesse econdémicos, ambientais e para saude, propondo a associacao
harmoniosa de técnicas biologica, quimica, cultural e genética (BRAGA SOBRINHO et al.,
2007; CHICUTA et al, 2021).

As plantas desenvolvem uma série de mecanismos de respostas que a protegem contra
agentes fitopatdgenos, insetos e estresses variados. Conhecer os mecanismos de defesa das
plantas, bem como o0s mecanismos de resisténcia, € fundamental para auxiliar no
desenvolvimento de uma agricultura sustentavel, evitando perdas importantes de produtividade,
seja através de estratégias de melhoramento das plantas ou através da aplicacéo de substancias
sintetizadas que induzam as defesas e/ou resisténcia das plantas (GIMENEZ et al, 2018; QAIM,
2020; AGRIOS, 2004).
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4.2 MATERIAIS E METODOS

4.2.1 Obtencéo do material biologico

4.2.1.1 Casca de Genipa americana L.

Cascas do caule de Genipa americana L. foram coletadas, de diferentes espécimes, no
municipio de Coruripe-AL, e armazenadas em sacos plasticos transparentes. A coleta foi
autorizada pelo Instituto Chico Mendes (ICMBIO), processo 61847-2, e a identificacdo das
exsicatas de G. americana foi realizada previamente no herbario do Instituto de Meio Ambiente
de Alagoas — IMA.

Apbs a coleta, o material vegetal foi levado para o Laboratério de Metabolémica e
Protedmica na Universidade Federal de Alagoas (LAMP/UFAL), onde foi limpo e triturado em
liquidificador para a obtencao de um po fino. Apds a secagem, o pé resultante foi acondicionado

no freezer a -20°C.
4.2.1.2 Insetos

Frutos de Annona muricata (graviola), infestados, foram coletados em pomares, na
Cooperativa Pindorama, localizada no municipio de Coruripe-AL, (10°09°54°’S;
36°21°07°W). Apos a coleta, foram levados para o laboratorio de Ecologia Quimica na
Universidade Federal de Alagoas (UFAL). Os frutos maduros e verdes, com sinais de ataque,
foram armazenados em gaiolas de madeira (30 cm de largura x 30 cm de comprimento x 30 cm
de altura) com as laterais cobertas por tela.

Os frutos brocados de A. muricata, a partir do sétimo dia apos a coleta, foram utilizados
para a remocdo das lagartas de C. anonella. Com o auxilio de luvas e pincas, as lagartas foram
individualmente retiradas e separadas em trés estagios: estagio inicial (idade de 1-4 dias) estagio
intermediéario (idade de 5-9 dias), e estagio final (idade de 10 a 14 dias), denominadas, T1, T2
e T3, respectivamente.

Quanto aos insetos adultos, estes foram separados por sexo, logo apds a emergéncia e,

posteriormente, utilizados em bioensaios laboratoriais.
4.2.2 Extrato da casca de G. americana

Na proporc¢éo de 1:4 (m/v), conforme descrito por Costa e colaboradores (2018), 10 g

do pé resultante da trituracéo das cascas do caule de G. americana foram pesados e adicionados
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a 40 mL de Tris-HCI 50 mM pH 8,0, sob agitacéo suave por 12 h, circundado por gelo. Apos a
filtracdo da mistura, o precipitado foi descartado e o filtrado submetido a centrifugacdo por 15
min, 15000 x g a 4 °C. O precipitado resultante foi descartado e o sobrenadante denominado

extrato bruto, sendo mantido sob refrigeracao.
4.2.3 Bioensaios

Os bioensaios foram conduzidos no laboratorio de Ecologia Quimica (UFAL), por meio
de uma adaptacao do método descrito por Silva (2012).

A dieta artificial das lagartas de C. anonella, nos trés diferentes estagios, foi composta
pelos seguintes ingredientes: gérmem de trigo (20,25 g), cloridrato de colina (0,675 g), sais de
Wesson (6,75 g), acido ascorbico (2,70 g), farelo de soja (26,25 g), acucar (33,75 g), nipagin
(1,125 g), &cido sorbico (0,50 g), 4gar-agar (11,00 g), solucdo vitaminica (7,5 mL), formol (0,75
mL), ambrasinto (0,30 mL), vita gold (0,25 mL) e &gua destilada (600 mL).

Nos biensaios com as lagartas, em uma placa de Petri (5,5 cm de didmetro x 1,5 cm de
altura) foi colocada uma lagarta e uma porc¢éo da dieta artificial, com aproximadamente 5,5 g.
Para o tratamento com o extrato, além dos ingredientes citados acima, no preparo da dieta,
foram adicionados 50 mL de extrato em Tris-HCI 50 mM pH 8,0 na concentracdo de 25%.
Como controle positivo, foi oferecido a lagarta apenas a dieta artificial, sem acréscimo de
aditivos. E, como controle negativo, além desses ingredientes descritos anteriormente, foram
adicionados 50 mL de Tris-HCI 50 mM pH 8 ao preparo da dieta. Foram realizadas vinte
repeticOes para cada tratamento, tendo a sobrevivéncia e peso larval observados durante 7 dias.

Para os bioensaios com os adultos, em uma camara de vidro (9 cm de largura x 16 cm
de comprimento x 9,5 cm de altura) Figura, foi colocado um inseto adulto e um frasco penicilina
de vidro contendo a dieta. Como tratamento controle, a dieta era composta de uma solucao de
mel em agua a 10%. Como controle negativo foi adicionada a dieta, na proporcéo de 1:1:8
(tris:mel:agua), o Tris-HCI 50 mM pH 8,0. Para o tratamento com o extrato, foi adicionado a
dieta o extrato preparado em Tris-HCI 50 mM pH 8,0, também na proporcdo de 1:1:8
(extrato:mel:agua). O extrato foi testado em trés concentragOes, a saber: 10%, 15% e 25%.
Foram realizadas 30 repeti¢cdes com 15 fémeas e 15 machos.

Todos os testes foram realizados em sala climatizada (24,1°C £ 1,2 e 65% UR % 1,9),

com fotoperiodo invertido (12h:12h).
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4.2.4 Analise estatistica

Os dados foram analisados pela ANOVA seguida de teste de Tukey para deteccdo de
diferenca significativa e comparagdo entre diferentes tratamentos. Os dados de mortalidade,
obtidos durante os 7 dias de observacao, foram utilizados para tracar a curva de sobrevivéncia
de Kaplan-Meier. Todas as analises foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism

versao 6.0.
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4.3 RESULTADOS
4.3.1 Atividade do extrato da casca de G. americana sobre lagartas de C. anonella

As taxas de mortalidade em lagartas de C. anonella, nos estagios T1, T2 e T3, apds
ingestdo da dieta artificial, contendo o extrato da casca de Genipa americana, foram de 25%,
10% e 5%, respectivamente (Figura 4.1). As lagartas que permaneceram vivas, deram
continuidade ao ciclo de vida, passando para fase de pupa, e, em seguida, emergindo para a fase
adulta sem defeito visivel. Desse modo, o extrato ndo apresentou resultado satisfatorio para o
controle da praga na fase larval.

Figura 4.1 Curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier das lagartas de C. anonella mantidas em

dieta artificial com extrato da casca de G. americana a 25%.
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4.3.2 Atividade do extrato da casca de G. americana sobre insetos adultos de C. anonella

O extrato da casca de G. americana, inserido na dieta artificial dos insetos adultos de C.
anonella, nas doses a 10%, 15% e 25% provocou as taxas de mortalidade de 10%, 25% e 40%,
respectivamente, no segundo dia de bioensaio. J& no terceiro dia de observacdo constatou-se
uma taxa de mortalidade de 70% para o0 extrato com a dosagem mais alta (25%). Os tratamentos

controle e testemunha sé apresentaram mortalidade a partir do quinto dia de experimento
(Figura 4.2).

Figura 4.4 Curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier de adultos de C. anonella mantidas em

dieta artificial com diferentes doses do extrato da casca de G. americana.
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4.4 DISCUSSAO

Com o intuito de eliminar os insetos-pragas, os inseticidas quimicos sdao amplamente
empregados em diversas culturas. Entretanto, 0 uso excessivo dessas substancias causam
intoxicacdo do solo, intoxicagdes alimentares e selecdo de insetos resistentes aos inseticidas
quimicos, tornado o combate a eles cada vez mais dificil (CELESTINO et al., 2016).

Nas ultimas décadas tém aumentado a procura pelo desenvolvimento de tecnologias e
produtos para o controle de insetos-praga que sejam eficientes, seguros, seletivos,
biodegradaveis, vidveis economicamente e com aplicabilidade em programas de manejo
integrado de pragas. Compostos oriundos de metabdlitos secundarios de plantas apresentam
uma alternativa segura por possuirem substancias reconhecidas com atividade bioldgica
inseticida (VIEGAS JUNIOR, 2003; CELESTINO et al., 2016).

O extrato da casca de Genipa americana, por exemplo, afetou a sobrevivéncia de insetos
adultos de Tribolium castaneum. Por ser uma fonte de compostos inseticidas, o extrato diminuiu
a taxa de eclosdo das larvas de T. castaneum em até 96% e alcangou uma taxa de 73% de
mortalidade em insetos adultos. (LIMA et al., 2020).

De Jesus e colaboradores (2020) relataram que o jenipapo é promissor no controle da
praga do coco, Aceria guerreronis Keifer. As folhas de G. americana possuem iridoides, onde
0s principais sdo genipina e geniposideo, com atividade acaricida. Os resultados demonstram
que 0s extratos contendo genipina e geniposideo mataram 50% e 62% de A.
guerreronis, respectivamente, apds 24 horas de exposicdo. Os bioensaios realizados ainda
revelaram toxicidade dos extratos das folhas de G. americana para A. guerreronis por até 36
horas apds a pulverizacdo, bem como repeléncia do acaro do coco apés 1, 24 e 48 horas de
exposicao.

Em lepiddpteros, o extrato metanolico de folhas de nim e o extrato de dleo de semente
de nim apresentaram resultados satisfatérios quanto a toxidade a lagarta do cartucho,
Spodoptera frugiperda. As taxas de mortalidade larval, com as concentra¢des de 3% v/v e 5%
v/v dos extratos metandlicos de folhas de nim, atingiram 80% e 90,5%, respectivamente, apds
6 horas de bioensaio, e alcangaram 100% de mortalidade larval, em ambas as concentracoes,
apos 12 horas de aplicacdo. A ingestdo das concentracdes de 3,0 v/v e 5,0% v/v do extrato de
6leo de semente de nim resultou em 100% de mortalidade larval apos 6 horas de observacao
(TULASHIE et al., 2020).

Contra a lagarta-da-soja, Anticarsia gemmatalis, dois extratos possuem ac¢éo inseticida:

extrato metandlico de Vernonanthura westiniana e extrato de Clerodendrum splendens, em
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diclorometano ou em hexano. O extrato metandlico de V. westiniana, provocou mortalidade
superior a 80% na populacdo de lagartas de A. gemmatalis. Enquanto o extrato de C. splendens
causou mortalidade acima de 60% em lagartas, além de reducdo no ganho de peso de larvas e
de pupas insetos (MARINHO-PRADO et al., 2018).

O efeito bioinseticida sobre lagartas de C. anonella foi testado com extratos aquosos de
Piper cf. aduncun, do pedunculo do botdo floral do craveiro-da-india, Syzygium aromaticum, e
do dleo emulsionavel a base de nim (Neemseto©). Em laboratorio, apos 12 horas de aplicacéo,
os extratos de Piper cf. aduncun (10,0%), S. aromaticum, (5,0% e 10,0%), e do Gleo
emulsionavel a base de nim (Neemseto®©) (1,0%), resultaram em taxas de 3%, 10,71% e 17,86%
de mortalidade de lagartas de C. anonella, respectivamente (BRITO, 2010).

No presente estudo, quanto a sobrevivéncia, os testes com lagartas de C. anonella ndo
apresentaram resultados promissores. Segundo Marinho-Prado et al. (2018), apds provar o
alimento o inseto pode ser estimulado para seguir se alimentando ou para parar de se alimentar.
Um deterrente alimentar é qualquer substancia capaz de reduzir a alimentacao do inseto, dessa
forma, a acdo deterrente pode ser consequéncia de uma ac¢do direta dos metabolitos secundarios
sobre os receptores gustativos dos insetos (MARINHO-PRADO et al., 2018).

Belmonte (2015) avaliou o potencial inseticida de extratos da casca e cerne de
Myracrodruon urundeuva contra o gorgulho do milho, Sitophilus zeamais, entretanto, ndo
foram constatadas mortalidade e atividade deterrente dos insetos quando os extratos foram
adicionados na dieta, Contudo, os extratos interferiram nos parametros nutricionais dos insetos,
em todos os tratamentos com os extratos houve reducdo da biomassa corporal.

A dose de 25% do extrato de G. americana apresentou uma taxa de mortalidade, em
insetos adultos de C. anonella, de 70% no terceiro dia de bioensaio e alcancou a marca de 85%

de mortalidade no quinto dia de observacéo, diferindo dos tratamentos controle e testemunha.
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4.5, CONCLUSOES

Quando testados em lagartas de C. anonella, em trés estagios diferentes (T1, T2 e T3),
0s extratos da casca de G. americana ndo apresentaram resultado satisfatorio quanto a
mortalidade. Entretanto, quando testados em insetos adultos, os resultados demonstraram que
0 extrato, na maior concentracdo (25%), apresentou taxa de mortalidade de 70% em 3 dias de

observacao.

Em suma, com base nos resultados obtidos, o presente trabalho representa uma grande
contribuicdo para a busca por métodos alternativos para o controle da broca-do-fruto, sendo

este o primeiro relato sobre a acdo de G. americana sobre insetos de C. anonella.
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Depositanta 1 de 1

Nome ou Raz#io Social: UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS
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Natureza Patente: 10 - Patente de Invencao (Pl)
Thtulo da Invencgio ou Modelo de Formulagbes sintéticas com atividade cairomonal, a partir de

Utilidade (54): compostos volateis de frutos de pinha (Annona sguamosa), atraentes

para machos de Cerconota anonella (Lepidoptera: Depressaridae)
Resumo; A broca-do-fruto das anonaceas, Cerconota anonella (Lepidoptera:

Oecophoridae), pode ser encontrada em diversos paises da America

Latina. Mo Brasil, encontra-se bastante disseminada, ocorrendo em
todas as regides brasileiras, exceto na regido sul, e atacando

principalmente frutos de pinha e graviola. Os estudos com relagao a

comunicagdo quimica desta espécie sao escassos, ndo havendo
nenhum registro de produtos especificos no combate deste inseto
praga. Assim, técnicas que visam captura-lo, por meio de atrativos
especificos baseados em compostos volateis que desencadeiam
mudangas comportamentais no receptor do organismo
(semioguimicos), sdo objetos importantes das investigagbes
cientificas. Deste modo, o presente estudo objetivou identificar
formulagbes atrativas para machos virgens de C. anonella, a partir
de compostos volateis liberados por frutos de pinha no estagio
maduro de maturagio. Os resultados obtidos demonstram que trés
compostos: mirceno, -ocimeno e linalol eliciaram atividade antenal

em machos desta espécie. Nos bioensaios comportamentais, quatro

misturas, na dose de 1ng, destes componentes desencadearam
atratividade em machos virgens de maneira analoga ao extrato de
pinha no estagio maduro de maturagdo. Os resultados desta
pesquisa demonstraram gue as misturas testadas s3o promissoras
para emprego como iscas olfativas na captura de machos em
pomares de pinha infestados com esta espécie no territdrio
brasileiro.
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Dados do Depositante (71)

Depositante 1 de 1

Nome ou Razfio Social: UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS
Tipo de Pessoa: Pessoa Juridica
CPF/CNPJ: 24464109000148

Dados do Pedido

Natureza Patente: 10 - Patente de Invengao (Pl)

Thtulo da Invengio ou Modelo de Olfatdmetro com tubo bifurcado acoplado & ampla area de

Utilidade (54): monitoramento retangular, para experimentos com insetos de

pequeno porte
Resumo: O olfatdmetro com tubo bifurcado acoplado a darea de monitoramento

retangular/arena é confeccionado para simular experimentos de
atratividade, repeléncia e comportamento de insetos,
especificamente para o lepidoptero Cerconota anonella. Esta
invencdo permite que o observador qualifique e quantifique a
resposta do inseto diante de uma fonte de estimulo, estabelecendo
assim padrdes de comportamentos em insetos e confirmando a

atratividade efou repeléncia dos estimulos que est3o sendo testados.

Pode ser utilizada com diversas finalidades, com foco principal para
realizagdo de experimentos cientificos com insetos de pequeno
porte. E de facil manuseio, pratico e vidvel economicamente.
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