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do dos itui imicos do f onio sexual de lagdes de A pha fraterculus (Diptera:Tephritidae) e de seu fruto hospedeiro preferencial, Goiaba - Psidium
guajava (Myrtaceae).
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Figura 51- Respostas de atratividade, para fémeas de A. fraterculus, de
compostos microencapsulados em biopolimero: (S)-(-)-limoneno, (R)-
(+)-limoneno, Octanoato de etila, a-copaeno, a-trans-cariofileno e
extratos de frutos verdes € MaduroS.........uuuiiieieeeeeeeeiiiiee e 75

Figura 52- Resposta comportamental de fémeas de A. fraterculus expostas a
misturas: M1- (S)-limoneno; octanoato de etila; a-copaeno e a-trans-
cariofileno e M2- (R)-limoneno; octanoato de etila; a-copaeno e a-trans-
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RESUMO

As moscas-das-frutas da familia Tephritidae sé@o insetos fitofagos de ampla
distribuicdo nos trépicos e que provocam perdas financeiras expressivas a fruticultura,
decorrentes dos danos provocados por suas larvas ao infestarem os frutos, sejam
estes de pomares domeésticos ou comerciais. A espécie Anastrepha fraterculus
(Wiedemann, 1830) € a praga de maior importancia econdmica dentro do género, e
por esta razao, diversos grupos tém dedicado consideravel montante de seus recursos
financeiros e intelectuais para elucidar questdes estratégicas sobre a biologia desses
insetos. Um dos pontos chave dos estudos com A. fraterculus trata da existéncia de 8
diferentes morfotipos intraespecificos, que devido ao isolamento geogréafico dessas
populacdes e de habitos alimentares, conferem a estas populacdes caracteristicas
morfolégicas e quimicas, estas relacionadas a composi¢cdo do feromdnio sexual,
distintas entre si. Além disto tem-se que os tefritideos apresentam intima relagdo com
seus hospedeiros, 0 que reforca a necessidade de conduzir um estudo objetivando
encontrar quais compostos quimicos estdo envolvidos nessa interacdo e quais
aspectos adicionais devem ser considerados na elaboracdo de estratégias
sustentaveis de monitoramento e controle. Este trabalho objetivou caracterizar
quimicamente as populacfes de seis diferentes localidades, através de analises por
cromatografia gasosa bidimensional acoplada a espectrometria de massas,
avaliando-se o grau de isolamento dessas populacdes a partir das diferencas entre as
composicdes dos volateis liberados pelos insetos machos e, identificar quais solu¢des
de compostos sintéticos presentes em extratos do fruto hospedeiro (goiaba), quais
concentracdes e quais combinacdes destes seriam eficazes em testes de atratividade
com fémeas virgens e acasaladas, de 9, 12 e 15 dias de idade. Os compostos, a
exemplo do (R)-(+)-limoneno; octanoato de etila; a-copaeno e a-trans-cariofileno,
foram testados em laboratorio, além de ter sido proposta a utilizacdo de um
biopolimero, cuja finalidade € servir como substrato para uso com a formulacdo de
iscas atraentes, em armadilhas. Utilizou-se extratos obtidos por aeracao de frutos e
de insetos para a identificacdo de suas composicdes e para a realizacéo de bioensaios
com fémeas desta espécie, em arena de vidro. O estudo revelou que ha diferencas
significativas na composicdo quimica do feroménio liberado pelos machos entre as
populacdes estudadas; que as fémeas de A. fraterculus respondem a solucbes

individuais e misturas dos compostos sintéticos encontrados nos hospedeiros,
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dos itui imicos do f onio sexual de lagdes de A pha fraterculus (Diptera:Tephritidae) e de seu fruto hospedeiro preferencial, Goiaba - Psidium
guajava (Myrtaceae).

influenciadas por sua idade e status de acasalamento; e que o biopolimero utilizado

apresentou potencial capacidade de dispersdo sustentada dos compostos volateis
utilizados.

Palavras-chave: moscas-das-frutas, atratividade, biopolimero, semioquimicos.
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ABSTRACT

The fruit flies are phytophagous insects widely distributed in the tropics and
cause significant financial losses to fruit growing due to the damage caused by their
larvae when they infest the fruits, at domestic or commercial orchards. Anastrepha
fraterculus (Wiedemann, 1830) is the pest of major economic importance within the
genus, and for this reason several groups have developed studies to elucidate
strategic questions about the biology of these insects. A importante point of the studies
with A. fraterculus deals with the existence of 8 different intraspecific morphotypes that,
due to the geographic isolation of these populations and of feeding habits, confer to
these populations morphological and chemical characteristics, related to the
composition of the sexual pheromone, different features between them. In addition, the
tephritids present an intimate relationship with their hosts, which reinforces the need
to conduct a study aiming to find which chemical compounds are involved in this
interaction and which additional aspects should be considered in the elaboration of
sustainable monitoring and control strategies. The aim of this work was to characterize
the populations of six different localities by means of two-dimensional gas
chromatography coupled to mass spectrometry, evaluating the degree of isolation of
these populations from the differences between volatile compositions released by male
insects and identifying which solutions of synthetic compounds present in extracts of
the host fruit (Quava), which concentrations and which combinations of these would be
effective in tests of attractiveness with virgin and mated females, 9, 12 and 15 days
old. The compounds, for example (R)-(+)-limonene; ethyl octanoate; a-copaene and
a-trans-caryophyllene, were tested in the laboratory, in addition to having been
proposed the use of a biopolymer, whose purpose is to serve as a substrate for use
with the formulation of attractive baits in traps. It was used extracts obtained by
aeration of fruits and insects to identify their compositions and to perform bioassays
with females of this species, in glass sand. The study revealed that there are significant
differences in the chemical composition of the pheromone released by males among
the studied populations; that A. fraterculus females respond to individual solutions and
mixtures of synthetic compounds found in hosts, influenced by their age and mating
status; and that the biopolymer used had potential for sustained dispersion of the

volatile compounds used.

Keywords: fruit-flies, attractiveness, biopolymer. semiochemical
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1 INTRODUCAO

O Brasil, devido as suas caracteristicas geoclimaticas, figura entre os paises
de maior producéo agricola do mundo. Contribuem para isso, além da vasta extensao
territorial, as caracteristicas dos solos e o clima, o crescente aprimoramento

tecnologico em muitas atividades e culturas.

O desenvolvimento tecnolégico voltado as praticas agricolas permite aos
produtores elevar o grau de aproveitamento das areas cultivadas, de modo que se
obtenha maior rendimento das culturas. Além de se buscar a melhoria do padrédo
genético do que se cultiva, busca-se também resolver ou minimizar os problemas e
danos decorrentes da presenca de pragas nas culturas, uma vez que estas
configuram uma das principais barreiras do comércio internacional de produtos

agricolas.

E sabido que a agricultura brasileira tem nos cereais, leguminosas e
oleaginosas seu maior volume do que € produzido, bem como do que é exportado.
Segundo o IBGE em 2016 a produc¢éo desse grupo de produtos atingiu cerca de 184
milhdes de toneladas, em uma é&rea cultivada de pouco mais de 57,1 milhdes de
hectares, sendo a soja o principal produto, ndo apenas no agronegécio como de toda
a pauta de exportacao brasileira, respondendo por mais de US$ 19,3 bilhdes em
exportacdes (MDIC, 2017).

Entretanto, a fruticultura tem grande destaque na carteira de produtos voltados
ao mercado doméstico e também, de forma bastante significativa para o mercado
externo. A fruticultura € uma atividade de extrema importancia para geracao de renda
e 0 desenvolvimento agricola do Brasil. Segundo a Confederagdo Nacional da
Agricultura e Agropecuaria do Brasil (CNA, 2017), o segmento gera,
aproximadamente, 5,6 milhdes de empregos, em plantacdes que cobrem mais de 2

milhdes de hectares distribuidos por varios polos de produgéo no pais.

A producgdo brasileira de frutas com destinacdo ao consumo in natura, bem
como para a induastria, voltada a producdo de sucos, doces e geleias, entre outros

alimentos, atingiu em 2016, aproximadamente 43,8 milhdes de toneladas, a segunda
1
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maior safra brasileira da histéria, embora tenha correspondido a cerca de 1% a menos
do que em 2015, ano cuja producgédo de frutas no pais foi recorde, com 44,3 milhdes
de toneladas. Dados do Ministério da Industria, Comércio Exterior e Servicos — MDIC,
relativos as exportacdes, em 2016, o volume exportado atingiu 836 mil toneladas de
frutos frescos, o que rendeu ao pais US$ 580,4 milhdes (Tabela 1). A reducgdo
observada na producdo foi atribuida principalmente as condi¢cdes climaticas no
periodo, porém, associa-se ainda outro motivo: as perdas provocadas por pragas,
dentre elas as moscas-das-frutas da familia Tephritidae, um dos principais fatores que
contribuem para as perdas e danos as culturas, bem como para o mercado do
agronegocio (CNA, 2017).

Tabela 1 - Produtos exportados (frutas frescas) pelo Brasil e montante em US$
milhdes em 2015/ 2016

DISCRIMINACAO 2016 (A) 2015 (B) Var.% A/B
Goiabas, mangas e mangostdes frescos  180.331.420 184.934.119 -2,49
Meldes frescos 148.741.470 154.298.760 -3,60
Limdes e limas, frescos ou secos 89.932.214 78.600.751 14,42
Uvas frescas 65.255.130 72.306.951 -9,75
Mamades (papaias) frescos 43.088.633  43.675.555 -1,34
Bananas frescas ou secas 21.036.383 24.916.992 -15,57
Magas frescas 18.152.666  40.646.356 -55,34
Laranjas frescas ou secas 12.316.635 8.904.160 38,32
Abacaxis frescos ou secos 1.598.083 1.023.310 56,17
TOTAL (US$ Milhdes) 580.452.634 609.306.954 -0,95

Fonte: MDIC

Em seu Boletim de Inteligéncia voltado a fruticultura, editado em outubro de
2015, o Servico de Apoio as Micro e Pequenas Empresas (SEBRAE, 2015) aponta
gue o montante de frutas produzido pelo Brasil o classifica na terceira posi¢céo entre
os maiores produtores mundiais, atras apenas da China e da india, respectivamente,

0 que mostra a relevancia deste setor para a economia nacional.

O boletim destaca ainda quais sao as frutas, por ordem de maior relevancia no
tocante as exportagdes brasileiras (em toneladas): meldo, manga, limdo e lima,
banana, macd, maméo, melancia e uva, responderam por mais de 95% das
exportagcdes em 2014, tendo ainda, laranja, abacate, abacaxi, figo, coco, caqui,

goiaba, tangerina e ameixa, menores indices de participagdo, mas ndo menos
2
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importantes, no contexto geral das exportacdes do pais. Sobre os estados com maior
participagdo nas exportacdes de frutas frescas ou secas, em 2014, sete estados sao
responsaveis por mais de 96% do total exportado: Ceara, Rio Grande do Norte, Bahia,

Sao Paulo, Pernambuco, Rio Grande do Sul e Santa Catarina.

As culturas mais afetadas por tefritideos no territério brasileiro constituem
representantes das familias Myrtaceae, Sapotaceae e Anacardiaceae. E entre frutas
cujos danos provocados por tefritideos tém sido os de maior impacto, destacam-se a
goiaba (Psidium guajava L. 1753), a manga (Mangifera indica L. 1753), a carambola
(Averrhoa carambola L) e a macéa (Malus domestica Borkh, 1803). A familia Myrtaceae
é predominantemente encontrada na América tropical, além da Malasia e Australia e
tem elenco bastante diversificado, abrangendo cerca de 150 géneros, 0s quais
abrigam mais de 5.600 espécies. Destaca-se ainda por apresentar muitas espécies
capazes de produzir 6leos volateis, muitos deles com importancia medicinal e/ou de

grande importancia economica (RAMASUBBU et al, 2016).

Além das consideraveis perdas econémicas decorrentes dos danos diretos e
indiretos causados por estes insetos, os produtores dessas frutas também sofrem
restricdes fitossanitarias impostas pelos paises importadores nas relagdes comerciais
internacionais de frutos in natura (GODOY, PACHECO & MALAVASI, 2011). Tais
restricbes ou barreiras sdo motivadas pela conscientizacdo dos consumidores desses
paises em relacéo aos riscos da presenca de agrotoxicos, bem como por medidas de
contencdo a introducdo de pragas e doencas carreaveis pelos produtos, nos seus
destinos, tendo muitas de suas regras sido definidas em instancias internacionais

colegiadas.

A exemplo disto tem-se o Acordo sobre Aplicacdo de Medidas Sanitarias e
Fitossanitarias (Acordo SPS) — que regula a aplicagdo das medidas sanitarias e
fitossanitarias no comércio multilateral. O Acordo legitima excec¢des ao livre comércio,
as quais podem ser utilizadas pelos membros da Organizacdo Mundial do Comércio -
OMC, quando houver necessidade de proteger a vida e a saude das pessoas, dos
animais ou preservar os vegetais, desde que tais medidas nédo se constituam num
meio de discriminacdo arbitrario, entre paises de mesmas condicbes, ou numa
restricdo encoberta ao comércio internacional. Ha ainda a Convencgéo Internacional

para Protecdo dos Vegetais (CIPV), que é um tratado internacional com o objetivo de
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impedir a propagacao e a introdugéo de pragas das plantas e dos produtos derivados,
assim como promover medidas apropriadas para control-las. O Brasil aderiu a
convencao em abril de 1929, em Roma, na Italia (BRASIL, 2017).

De modo geral, o manejo da mosca-das-frutas tem sido realizado através do
emprego de inseticidas organofosforados pulverizados em cobertura, associados ao
emprego de iscas tdéxicas a partir da captura dos adultos em armadilhas de
monitoramento. No entanto, devido a retirada de alguns destes inseticidas do
mercado, a eficacia das pulverizacbes em cobertura tem sido limitada. Os novos
inseticidas disponiveis ndo tém sido suficientemente eficazes, principalmente no
controle das larvas presentes no interior dos frutos. Este fato tem obrigado os
produtores a optar por outras estratégias de manejo, com destaque para 0 emprego
de iscas toxicas (MACHOTA JUNIOR et al, 2015).

Grandes mercados consumidores mundiais de frutas, dentre alguns deles,
paises que integram o continente europeu, ha alguns anos tém adotado medidas
voltadas a reducdao e restricdo do uso de agrotoxicos nos cultivos locais. Além disso,
tém sido empregadas diversas condutas fiscalizatérias com o intuito de impedir ou
limitar a entrada no continente de produtos que ndo detenham certificacéo de préticas
de cultivo sustentavel, pautadas em estratégias que provoquem menores impactos ao
meio ambiente e que tragam menos riscos a salude de quem 0s consome, em

decorréncia da presenca de agrotoxicos nesses alimentos (CBI, 2017).

by

Como alternativa a utilizacdo de agrotdéxicos aos niveis aplicados,
tradicionalmente de forma excessiva, hd 0 emprego de compostos quimicos capazes
de mediar interagBes intra ou interespecificas, e que surgem como importante
ferramenta de manejo e controle de pragas na agricultura, em especial a fruticultura.
Esses compostos sdo chamados de Semioquimicos (Do grego Semeion = Sinais),
termo proposto por Law e Regnier em 1971, para descrever as interacfes quimicas

existentes entre 0s organismos.

Muitos desses compostos atuam como atraentes de insetos, com vistas ao
monitoramento da presenca de insetos-praga nos pomares e o seu uso em armadilhas
destinadas a eliminagcdo dos mesmos, e tém sido cada vez mais difundidos e

cogitados como estratégia promissora, segura e ecologicamente sustentavel.
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Compostos a base de proteina hidrolisada sdo amplamente empregados h& bastante
tempo, no entanto tém acao inespecifica e acabam atraindo e eliminando insetos

diversos, inclusive os considerados benéficos (RODRIGUES et al, 2015)

Volateis emitidos por fontes tais como iscas artificiais, tém potencial de
competicdo com odores das plantas hospedeiras cumprindo papel efetivo na atracéo
de moscas-das-frutas, e sugerem que diferentes atrativos combinados, como volateis
de frutos hospedeiros, atrativos proteicos, entre outros compostos, melhoram
significativamente a atracdo desses insetos (GALDINO & RAGA, 2016), e quando
associadas as informacfes de comportamento relativas a preferéncia de odores
podem melhorar as estratégias de controle quando se comparando com a utilizacédo
de medidas tradicionais (REDDY et al, 2014).
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2 REVISAO DE LITERATURA.

2.1 A goiaba - Psidium guajava L. 1753

A goiaba, Psidium guajava (MYRTALES: MYRTACEAE) (Figura 1),
popularmente conhecida também como Araca-das-almas, Araca-goiaba, Araca-
guacu, Aracd-mirim, Aracaiba, Aracauacu, Goiaba-mac¢d, Goiabeira, Goiabeira-
branca, Goiabeira-vermelha, Guaiaba, Guaiava, Guaiba, Guava, Guiaba, a depender
da variedade e regido geografica, € um fruto do tipo baga, com polpa carnosa, cuja
casca tem coloracgédo verde, no estagio imaturo e quando madura pode apresentar as

cores amarela ou roxa, polpa rosada ou variando entre o branco e o creme.

Figura 1 - Frutos de Goiaba, em estagio verde e maduro.

Foto: Agéncia de Noticias - Embrapa

A planta, originaria da América tropical, é do tipo arbusto de pequeno-médio
porte, atingindo entre 4 e 8 metros, e presente tipicamente em regides de clima
tropical, estando atualmente também bastante disseminada no sudeste da Asia. As
variedades cultivadas no Brasil (Figura 2) se diferenciam de acordo com a finalidade
de uso, variando com o destino da fruta, que pode ser para o0 mercado de consumo in
natura ou industria. Para cada segmento existem preferéncias do tipo de fruta quanto
ao formato, cor da polpa, tamanho, cor da casca e caracteristicas fisico-quimicas
especificas. A variedade mais cultivada é 'Paluma’, que atende bem tanto aos
consumidores da fruta fresca como da indastria. Outras variedades cultivadas sao:

Pedro Sato, Kumagai, Rica, Cortibel, Ogawa, Sassaoka e Tailandesa (FLORI, 2016).
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Figura 2 - Variedades e caracteristicas de goiabas cultivadas no Brasil.

66

Pedro Sato Pedro Sato Paluma Kumagai Rugosa Kumagai Lisa Sassaoka Tailandesa
Lisa Rugosa Vermelha Branca
Variedades Cor da Polpa Cor da Casca Textura da Casca Peso Médio Sabor
Pedro Sato Vermelha Verde a Amarela Oblongo a Piriforme Lisa a Rugosa 300g Doce
Paluma Vermelha Verde a Amarela Oblongo Levemente Ovalado Rugosa 2009 Acido
Kumagai Vermelha e Branca Verde a Amarela Ovalado a Arredondado Lisa a Rugosa 300g Doce
Sassacka Branca Verde a Amarela Achatado Rugosa 400g Doce
Tailandesa Vermelha Verde a Amarela Oblongo a Ovalado Rugosa 5009 Doce

Adaptado de: http://www.sabedoriaglobal.com.br/como-plantar-goiaba/

2.2 A Familia Tephritidae e a espécie A. fraterculus WIED, 1830.

A familia Tephritidae abrange um amplo grupo de insetos dos quais grande
parte destes € considerada praga na fruticultura mundial. As moscas-das-frutas que
compreendem esta familia apresentam grande diversidade no mundo, alcancando
mais de 4.300 espécies, distribuidas em quase 500 géneros amplamente distribuidos
principalmente na regiéo intertropical (NORRBOM & KORYTKOWSKI, 2012; SILVA &
BATISTA, 2015). A familia tem aspecto cosmopolita, sendo sua distribuicdo limitada

pela disponibilidade de hospedeiros e por condicdes climéticas extremas.

O combate a esses insetos tem sido uma das prioridades da defesa
agropecuaria, visto que constituem, atualmente, a principal barreira sanitaria ao
avancgo das exportacdes brasileiras do setor de fruticultura. Seis estados tém recebido
atencdo especial do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento no
desenvolvimento de a¢Bes de combate as moscas das frutas: Santa Catarina, Bahia,
Cearda, Espirito Santo, Pernambuco e Rio Grande do Norte. Essas unidades da
Federacdo sdo exportadoras de macad, meldo, manga, melancia e uva (RANGEL,
2016).

As moscas-das-frutas desta familia sdo responsaveis por perdas de até 100%
da producéo em areas onde ocorrem altas infestacdes, ocasionando danos mundiais
na ordem de US$ 1 bilhdo (CARVALHO, 2006; SILVA & BATISTA, 2015, HENDRICHS
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et al, 2015). Seis géneros desta familia apresentam relevancia como pragas na
agricultura mundial: Anastrepha, Bactrocera, Ceratitis, Dacus, Rhagoletis e
Toxotrypana (MALAVASI et al., 2000). Destes, quatro tém espécies que no Brasil
afetam culturas - Anastrepha, Bactrocera (Bactrocera carambolae DREW &
HANCOCK), Ceratitis (Ceratitis capitata WIEDEMANN) e Rhagoletis (ZUCCHI,
2000a).

O género Anastrepha é o0 que apresenta maior nimero de espécies. Na
Ameérica tropical e subtropical com ocorréncia no Brasil, totaliza 121 espécies,
descritas infestando mais de 200 espécies de plantas pertencentes a 44 familias de
vegetais, sendo no Brasil, Myrtaceae, Sapotaceae e Anacardiaceae, as mais afetadas
pelas moscas do género, com 53, 20 e 15 espécies, respectivamente (ESALQ, 2017).
Pelo menos sete espécies de Anastrepha séo consideradas importantes pragas
agricolas de relevancia econémica devido a grande importancia do cultivo frutos que
atacam e sua ampla gama de hospedeiros. Essas sete espécies sdo Anastrepha.
fraterculus (Wiedemann); Anastrepha grandis (Macquart); Anastrepha ludens (Loew);
Anastrepha obliqua (Macquart); Anastrepha serpentina (Wiedemann); Anastrepha
striata Schiner; e Anastrepha suspensa (Loew). A. fraterculus foi reconhecida de fato
como um complexo de espécies cripticas (CACERES et al., 2009; HERNANDEZ-
ORTIZ et al, 2012; SELIVON et al, 2004, 2005).

Na América Latina a espécie A. fraterculus (DIPTERA: TEPHRITIDAE),
também conhecida como mosca-das-frutas Sul-americana, compreende um complexo
de oito morfotipos, com regibes geogréaficas e ecoldgicas definidas, que podem ser
considerados como espécies distintas biologicamente com base nas diferencas dos
caridtipos, na incompatibilidade sexual e nas analises moleculares dos
hidrocarbonetos cuticulares e do feroménio (HERNANDEZ-ORTIZ, 2012;
HERNANDEZ-ORTIZ, 2015; HENDRICHS, 2015). E a principal espécie de moscas-
das-frutas encontrada no pais, infestando 114 hospedeiros distintos, em 23 dos 26
estados brasileiros (ESALQ, 2017).

O Brasil possui a maior variedade de espécies do complexo A. fraterculus
(complexo AF), onde pelo menos trés morfotipos ja foram identificados em diferentes
regides geograficas, denominadas Anastrepha sp.1 aff. fraterculus, Anastrepha sp.2

aff. fraterculus e Anastrepha sp.3 aff. Fraterculus, cuja caracterizacao foi devido a
8
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andlise combinada de isoenzimas, de cari6tipos, morfologia dos ovos e morfometria
dos individuos (SELIVON et al, 1999; SELIVON et al 2004, SELIVON et al, 2005).

Os adultos da mosca-das-frutas Sul Americana possuem corpo com coloracao
amarela com asas transparentes, apresentando duas manchas caracteristicas, uma
em forma de “S” na parte central e uma em “V” invertido no apice. Os adultos medem
cerca de 7 mm de comprimento e 16 mm de envergadura. As fémeas diferem dos
machos por possuirem uma parte que vai da margem posterior da cloaca até a
extremidade final do aculeo (Figura 3) que é chamada de apice do aculeo, principal
estrutura/caracteristica para a identificacdo da espécie de mosca-das-frutas
(MONTES, RAGA, SOUZA-FILHO; 2013)

Figura 3 - Macho e fémea de A. fraterculus

i
e 13 14

<>

Foto: Autor. lcm

Salvo algumas excec0les, a identificagcdo segura s6 pode ser baseada nas
fémeas em decorréncia do aculeo (Figura 4). Neste caso, a identificagcao leva em conta
dimensdes e forma da parte serrilhada dos aculeos, o que exige elevado grau de

pericia e conhecimento para quem vai realizar a identificacdo (ZUCCHI, 2000a).
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Figura 4 - Apices dos aculleos. a) A. sororcula; b)
A. obligua; c) A. fraterculus; d) A. zenildae; e) A.
turpinae.

vy

Fonte: Adaptado de Zucchi, 2000.

:

As moscas-das-frutas séo insetos de metamorfose completa passando pelos

estagios de ovo, larva, pupa e adulto (Figura 5). As fémeas da mosca-das-frutas apos
a emergéncia necessitam ingerir alimentos proteicos, levando de quatro a sete dias
para atingir a maturidade sexual (MORGANTE et al., 1983). Salles (2000) indica que
o periodo de pré-oviposicdo varia entre sete a trinta dias e a postura ocorre
exclusivamente em frutas. As fémeas, segundo BISOGNIN e colaboradores (2013),
guando aos 15 dias de idade, apresentam a maior capacidade para a postura de ovos.

A oviposicdo é também influenciada, além da idade, pela temperatura, pela
luminosidade e por caracteristicas do fruto (forma, tamanho, propriedades da casca)
e pelo estagio de maturacéo dos frutos (AZEVEDO et al, 2013; BISOGNIN et al, 2013).
As fémeas depositam varios ovos no interior do fruto com auxilio do aculeo (ovipositor)
exatamente na polpa, logo abaixo da epiderme, e embora as fémeas marquem o fruto
com feromonio apds a oviposicao, varias fémeas podem ovipositar no mesmo fruto.
Apos trés dias, aproximadamente, ocorre a eclosdo das larvas que passam por trés
estagios. As larvas sao do tipo vermiforme e de cor branca a branco-amarelada, com
o corpo liso (SILVA & BATISTA, 2015).

Dentro do fruto, fazem da polpa sua fonte de alimento produzindo galerias no
interior dos frutos (MALAVASI, 2009). A duracao da fase larval varia de acordo com
a temperatura, podendo ser de 34,5 dias sob temperatura de 15°C, a 14 dias sob
temperatura de 30°C, ndo ocorrendo o desenvolvimento em temperaturas inferiores a

10 °C e superiores a 35 °C (SALLES, 2000). Ao final da fase de larva, essas saem dos
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frutos e empupam no solo na camada que vai de 2 a 6 cm de profundidade (SALLES
& CARVALHO, 1993).

Figura 5 - Ciclo de vida das moscas-das-frutas.
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Fonte: Adaptado de KAMIYA, 2010.

Os adultos emergem ap6s um periodo médio variavel entre 13 e 39 dias quando
submetidos a temperaturas médias que oscilam entre 30°C e 17,5 °C,
respectivamentel. Os machos normalmente permanecem pousados na folhagem
periférica ao fruto, atraindo as fémeas para 0 acasalamento por meio de movimentos,
emissao de sons e liberacdo de feromdnio sexual. Uma vez que a fémea esteja apta,
ocorre o acasalamento (BISOGNIN et al, 2013).

2.3 Danos e formas de controle.

Para os paises com a presenca das moscas-das-frutas a perda parcial ou total
da producédo ocorre devido a postura dos ovos pelas fémeas e a presenca das larvas
em seu fruto hospedeiro (Figura 6), provocando danos diretos e indiretos. Carvalho
(2006), corroborado por estudos realizados por Nondillo e colaboradores (2010), os

1 Temperaturas mais elevadas favorecem para que o ciclo de desenvolvimento do inseto se complete
em menores periodos de tempo.
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quais avaliaram os danos em morangos decorrentes da infestacdo de Frankliniella
occidentalis (THYSANOPTERA: THRIPIDAE), caracterizou os danos diretos aos
frutos como os decorrentes da oviposicdo das fémeas dos insetos e 0 consumo da
polpa pela larva, onde o efeito da atividade enzimatica da microbiota bacteriana
especifica do inseto apodrece os frutos e provoca a queda precoce dos mesmos. Ja
os danos ditos indiretos sédo causados por infec¢des secundarias causadas por fungos
e bactérias que se utilizam, de maneira oportunista, das aberturas feitas pelo
ovipositor da mosca para acessarem o interior dos frutos e se desenvolverem,

tornando-os imprestaveis para consumo in natura ou para o processamento industrial.

Figura 6 - Fruto infestado danificado

Foto: Autor

O éxito no manejo das moscas-das-frutas deve se basear na integracédo de
varios métodos de controle, uma vez que essas espécies apresentam caracteristicas
gue as distinguem como pragas-chave, como a alta producéo e viabilidade de ovos,
grande capacidade de disperséo de adultos e de colonizacdo em diferentes condi¢cdes
ecologicas (RAGA & SOUZA-FILHO, 2016). Este conceito de controle de insetos-
praga é um dos pilares do Manejo Integrado de Pragas — MIP que deve resultar na
associacado harmonica de diferentes métodos de controle: biolégico, quimico, cultural
e genético (BRAGA SOBRINHO et al., 2001).

Dentro da estratégia do MIP, o monitoramento das areas cultivadas consiste
em uma das etapas mais relevantes, uma vez que sinaliza a ocorréncia de
determinada espécie na area ou o aumento do nivel populacional de uma ou mais

pragas em areas de cultivo, possibilitando a adog&do precoce e/ou oportuna de
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medidas. Essas medidas sao precedidas de etapas entre as quais se destacam:
pesquisa cientifica — identificacdo e distribuicdo de espécies; certificacdo de uma
regido ou pais quanto a auséncia de uma determinada espécie-praga — area livre;
programa de erradicacdo de uma espécie-praga; programa de manejo integrado. A
eficiéncia do monitoramento de adultos de moscas-das-frutas estd comumente na
dependéncia da qualidade do atrativo (alimentar ou sexual), do tipo de armadilha
utilizada e de sua localizacdo no campo (NASCIMENTO & CARVALHO, 2000).
Recentemente, tecnologias de vanguarda tém sinalizado aos produtores, mecanismos
de identificagcdo automatizada de insetos. Contudo, este ainda ndo € um cenario
considerado estabelecido em vista de aplicacdes econémicas e praticas adotadas por
produtores (POTAMITIS, 2017)

De acordo com Malavasi (2009) e Silva & Batista (2015), os Programas de
Controle de Moscas-das-frutas se valem atualmente dos seguintes métodos para o

controle:

Controle Quimico por_Pulverizacdo: Consiste na aplicacdo de inseticidas

através de equipamentos pulverizadores ou atomizadores (Figura 7a-b). Entre os
produtos empregados tem-se o Spinosad (espinosina), além do organofosforado
malathion, que embora ainda seja usado, tende a ser gradualmente substituido pelas
iscas inseticidas. A aplicacao pode ser terrestre através de pulverizadores costais ou
de grande capacidade, tracionados por trator, ou aérea através de avides com

capacidade variando entre 300 e 2000 litros.

Figura 7 a-b - Aplicagéo de inseticida em pomar comercial de manga com uso de
pulverizador tracionado por trator (a), e em pomar de macas com atomizador
costal motorizado (b).

(a) | (b) (Fot: STIHL)
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Iscas toxicas com atrativo sexual ou alimentar: associa-se um atrativo sexual,

como por exemplo o metil-eugenol, ou alimentar a exemplo de sucos de frutas e
proteina hidrolisada juntamente com inseticida para atracdo dos machos que apos
ingerirem a mistura morrem em poucos minutos. A mistura atrativo-inseticida pode ser
aplicada com bomba acionada com ar comprimido associada com um agente aderente
ou aplicada em algum substrato como blocos de madeira ou a base de polimeros, 0s
quais sao distribuidos no ambiente, em geral associados aos hospedeiros. Iscas
toxicas com atrativo alimentar sdo empregadas atualmente com uso também do

Spinosad.

A aplicacéo de isca téxica em armadilhas (Figura 8 a-b), em ruas alternadas ou
a cada cinco ruas do pomar, € um modo de diminuir os efeitos nocivos dos inseticidas,
pois ndo sendo aplicada em éarea total, pode reduzir a probabilidade de matar insetos
benéficos (abelhas polinizadoras, predadores e parasitoides) por contato. Entretanto,
alguns insetos benéficos e outras pragas ndo alvo podem ser atraidos para se
alimentar da proteina hidrolisada presente na isca toxica e serem eliminados. Também
como efeito indireto, os inimigos naturais ao se alimentarem das pragas intoxicadas
com a isca toxica podem ter a longevidade e/ou fecundidade afetadas (PARANHOS,
2008).

Figura 8 a-b - Armadilhas tipo McPhail (a) e tipo Jackson (b), empregadas
no monitoramento e controle de moscas-das-frutas em pomares.

(a) (b)

Ha cerca de seis anos, um composto atraente para moscas formulado a base
de proteina hidrolisada — obtida a partir de uma hidrdlise enzimatica da mucosa

intestinal de suinos — adicionada de acetato de amoénio, bérax e metabissulfito de
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sédio foi lancado pela empresa espanhola Biolbérica chamado CeraTrap® (Figura 9).
Devido a estabilidade apresentada pela formulacdo cuja atratividade aos adultos
mostrou-se mantida por um periodo de até 60 dias, a captura massal enquadra-se
como objeto de estudos para o controle da mosca-das-frutas sul-americana
(MACHOTA JUNIOR et al, 2013). Outro estudo conduzido por CARVALHO e
colaboradores (2016) demonstrou que o produto também se mostrou com maior
efichAcia na atracdo de B. Carambolae quando comparado a levedura Torula,
considerada padrdo mundial para o monitoramento de tefritideos, assim como na
atracdo de Ceratitis Capitata em atividade de coleta massal durante experimentos
realizados em pomares para o monitoramento de moscas-das-frutas (COSTA et al,
2016).

Figura 9 - CeraTrap®, composto a
base de proteina hidrolisada.

Fonte: Rinlherica

No Brasil destacam-se ainda os produtos Bio Anastrepha® e Bio Fruit® (Erro!
Fonte de referéncia ndo encontrada.Figura 10a) formulados pela empresa
BioControle formulados a base de proteina hidrolisada, voltados ao controle de

moscas do género Anastrepha e da espécie C. capitata.
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Figura 10 - Atraentes de moscas-das-frutas a base de proteina hidrolisada
produzidos no Brasil.

Fonte: BioControle.

Controle Biolégico: Para o controle biolégico de moscas-das-frutas podem ser

empregados agentes patogénicos tais como fungos (ex. Metarhizium anisopliae) e
bactérias (ex. Bacillus thuringiensis) ou outros inimigos naturais: parasitoides -
pertencentes principalmente as familias Braconidae e Figitidae; nematoides
(Steinernema riobrave) e predadores (joaninhas). Entre os parasitoides, na primeira
familia destacam-se espécies dos géneros Doryctobracon, Opius e Utetes, e na
segunda familia, espécies dos géneros Aganaspis, Odontosema, Tropideucoila,
Dicerataspis e Lopheucoila. Diachasmimorpha longicaudata (Ashmead)
(HYMENOPTERA: BRACONIDAE) (Figura 11), um parasitoide especifico de moscas
Tephritidae e originario da regido asiatica e que foi introduzido no Brasil em 1994,
através de iniciativa da Embrapa - Mandioca e Fruticultura, sendo liberado em &reas-
piloto do Nordeste para controlar tefritideos. Trata-se de uma vespa que ao localizar
a larva da mosca no interior do fruto, introduz seu ovipositor através da casca e
deposita um ovo no interior desta larva. Quando a larva da mosca passa ao estagio
de pupa, a larva da vespa eclode do ovo e comeca a se alimentar da pupa da mosca,
matando-a antes que se desenvolva a fase adulta (SILVA & BATISTA, 2015).

Figura 11 - Parasitoide D.
longicaudata (Ashmead)
(HYMENOPTERA: BRACONIDAE)

Foto: Autor ndo identificado
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Técnica do Inseto Estéril (TIE): A TIE consiste na liberagdo de um grande

namero de machos estéreis no ambiente de modo que estes copulem com as fémeas
da natureza (selvagens), transferindo espermatozoides inviaveis. O resultado € a nédo
fecundacao dos 6vulos das fémeas e a consequente reducdo populacional da praga
no campo. Aplicada por certo periodo de tempo — meses ou anos — a TIE € usada em
programas de erradicacdo, de supressao ou ainda de prevencdo da ocorréncia de

insetos-praga e até mesmo insetos de interesse meédico

Em 2005 foi fundada na Bahia a MOSCAMED — BRASIL®, a primeira biofabrica
do mundo escolhida pela Agéncia Internacional de Energia Atdmica (AIEA) a utilizar a
tecnologia de raios-x para a esterilizacdo de insetos. Suas atividades sédo voltadas
para a producéo de insetos empregados no manejo integrado de moscas-das-frutas,
no monitoramento de espécies de interesse econémico, em especial a C. capitata, e

na capacitacao, treinamento e disseminagao de informacéao técnico-cientifica.

No processo de producdo em escala industrial os ovos coletados séo
submetidos a temperatura de 34 °C durante 24h, eliminando ovos que dariam origem
as fémeas. Em seguida, os ovos séo inoculados em dieta artificial, que simula a polpa
da fruta. As moscas completam seu estagio de maturacéo e passam a fase de pupa.
Nessa fase, entre 48 e 24 horas antes da emergéncia dos adultos, as pupas séao
pintadas com tinta em pd fluorescente, ensacadas e irradiadas com Raios-X,
finalizando-se o0 processo, estando os machos estéreis (pupas) aptos a serem
liberados em campo (PARANHOS, 2007).

Figura 12 - Etapa de processo produtivo de
C. capitata na biofabrica Moscamed

Fonte: Moscamed
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A estratégia inovadora da TIE também levou a MOSCAMED — BRASIL a atuar
como membro de um projeto de producao e liberagdo de machos de Aedes aegypti
no Brasil a partir de 2016. A perspectiva do projeto é de empregar a técnica do inseto
estéril para suprimir a populacao das fémeas do mosquito transmissor da dengue, zika
e chikungunya com vistas a reduzir a ocorréncia dessas doencgas na populacao (EBC-
AGENCIA BRASIL, 2016).

Métodos Culturais: remocao de frutas (os frutos maduros e caidos no solo

devem ser retirados e destruidos para impedir a emergéncia e reproducdo das
moscas); e eliminacdo das plantas hospedeiras e que ndo sejam destinadas a
comercializacdo. Outro método cultural consiste no ensacamento dos frutos ainda na
fase inicial do desenvolvimento (Figura 13). Esta técnica consiste em bloquear o

acesso das fémeas aos frutos, impedindo-as de ovipositarem nestes.

Figura 13 - Fruto ensacado para protecéo
contra moscas-das-frutas

Foto: André Fortes

Medidas Quarentenarias: A despeito de todas as estratégias adotadas para se

controlar a ocorréncia e os danos provocados pelas moscas-das-frutas, tem-se
observado que diversos paises buscam regulamentar san¢des e medidas que visem
responsabilizar quem lida com o cultivo e o comércio de frutas susceptiveis a acdo de

tefritideos. Tais regras podem ser definidas por um determinado pais ou grupos de
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estados, podendo defini-las de forma colegiada entre os parceiros com 0s quais sao
estdo estabelecidas as relacbes comerciais.

No Brasil, o estado da Bahia foi pioneiro na ado¢do de medidas legislativas
para o controle das moscas-das-frutas mediante a publicacdo através da Agéncia
Estadual de Defesa Agropecuéria da Bahia (ADAB) (AGUIAR, 2012). Isso se
institucionalizou a partir da publicacéo da Portaria Estadual n® 194 de 19 de dezembro
de 2001, que determinava a obrigatoriedade e rigido controle de moscas-das-frutas
tanto em pomares oficialmente inseridos no Programa Estadual de Controle da praga
como no restante das propriedades produtoras de frutas hospedeiras de moscas-das-
frutas, adotando-se as medidas de supressdo populacional pré-estabelecidas no

referido programa.

Ainda na Bahia, a Lei estadual 10.434 de 22 de dezembro de 2006, que foi
regulamentada pelo Decreto n° 11.414 , de 27 de janeiro de 2009 nos quais estédo
estabelecidas sancdes administrativas, dentre as quais enquadram-se multas aos
produtores que ndo adotarem medidas de sanidade as culturas. Nessa lei estao
previstas ainda, para os fruticultores que vierem a infringi-la, penalidades que os
enquadram no Art. 2592 do Cédigo Penal Brasileiro (BRASIL, 1940).

Entretanto, € in6cuo crer que apenas medidas legais sejam suficientes para se
controlar infestacbes por moscas-da-frutas, ou ainda impedir que sejam introduzidas
em areas livres. A exemplo de acdes complementares, descrevem-se 0S processos
de tratamento pdés-colheita — tratamento hidrotérmico e radiacdo ionizante, por
exemplo — empregados com o objetivo de eliminar do interior dos frutos, larvas e

demais organismos oportunistas.

De modo a institucionalizar como politica nacional as acées de monitoramento
e controle das moscas-das-frutas no pais, o Ministério da Agricultura, Pecuéria e

Abastecimento publicou em 2015 a Instrugdo Normativa N° 24, instituindo o Programa

2 Art. 259 - Difundir doenca ou praga que possa causar dano a floresta, plantago ou animais de utilidade econémica: Pena

- reclusao, de dois a cinco anos, e multa.
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Nacional de Combate as Moscas-das-Frutas - PNMF, que abrange quatro

subprogramas:

v
v

subprograma de B. carambolae;

subprograma de Anastrepha contemplando as espécies de A.
grandis, A. fraterculus e A. obliqua.

subprograma de Ceratitis capitata,

subprograma para outras moscas-das-frutas de importancia econémica

e quarentenaria;

E que se pauta na adoc¢do das seguintes medidas e estratégias:

| - vigilancia por meio de levantamentos e monitoramentos
fitossanitarios;

Il - prevencao, controle e erradicacao de pragas;
Il - estabelecimento e manutencéo de Areas Livres de Pragas;

IV - estabelecimento e manutencéo de Areas de Baixa Prevaléncia de
Pragas;

V - aplicacdo de Medidas Integradas em um Enfoque de Sistema para
Manejo de Risco de Pragas;

VI - implementacdo de Planos de Contingéncia para pragas
guarentenarias;
VIl - estabelecimento e manutencdo de Areas de Protecdo

Fitossanitaria;
VIII - controle de transito de vegetais;

IX - criacdo de Grupos de Emergéncia Fitossanitaria para pragas
quarentenarias;

X - definicdo e proposicao de linhas de pesquisa; e
XI - outros mecanismos estabelecidos em acordos internacionais.

Complementarmente as acdes e estratégias descritas devem ser previstas

atividades e projetos de educacao fitossanitaria. Essas acfes de capacitacdo e

treinamento no ambito do Programa deverdo alcancar os fiscais federais

agropecuarios, os fiscais e agentes de defesa agropecuaria estaduais, 0s

responsaveis técnicos, os produtores rurais e 0s demais agentes envolvidos.
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Tratamento hidrotérmico: Esta técnica é utilizada ap6s a colheita dos frutos e

tem sido bastante empregada como estratégia para eliminacao das larvas de moscas-
das-frutas que infestam mangas destinadas a exportacdo, em especial, a alguns
paises que exigem este tipo de manejo, como forma de impedir a entrada de tefritideos

em seus territorios.

A técnica tem como finalidade matar ovos e/ou larvas que porventura estejam
dentro dos frutos. Segundo as exigéncias dos EUA para frutos de manga provenientes
do México, para as variedades Haden, Kent, Keitt ou Tommy Atkins, a fruta deve
permanecer imersa em agua com temperatura igual ou superior a 46,1 °C (+ 1 °C)
(Figura 15), em intervalos de tempo que variam entre 75 minutos e 110 minutos,
conforme o peso dos frutos, os quais ja devem ter sido previamente selecionados,
mediante processo automatizado. A temperatura da polpa do fruto deve ser de pelo
menos 45 °C (Figura 15) e o hidroarrefecimento ou outros métodos de arrefecimento
rapido podem ser utilizados logo apos o término do tratamento (GARCIA, 2013).

Ja para o Japao, as exigéncias sdo para que os frutos sejam submersos em
agua a uma temperatura de 47 °C até que atinjam a temperatura de 46 °C préximo ao
caroco, devendo entdo permanecerem por 5 minutos. Quanto maior o fruto, maior

devera ser o tempo de tratamento, normalmente variando entre 80 a 95 minutos.

Figura 15 - Sistema de tratamento Figura 15 - Etapa de monitoramento
hidrotérmico voltado a eliminacéo de datemperatura no interior do fruto.
ovos de moscas-das-frutas em

mangas no MeX|co

Vd‘ﬁ'.hmmﬂﬂ“

26/03/2013

Fonte: Extraido de www.mango.org/research
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De acordo com o Plano de Trabalho para o Tratamento Hidrotérmico da Manga
Brasileira e o Programa de Exportacéo, o nivel Mosca/Armadilha/Dia (MAD) atual que
determina o inicio do controle obrigatorio, € 0,5 para moscas-das-frutas em armadilhas
tipo Jackson (PARANHOS et al, 2004).

Além de aspectos relativos as potenciais altera¢des nos frutos (coloragéo, ritmo
de amadurecimento, firmeza da polpa) decorrentes da exposicdo excessiva ao
tratamento térmico (GARCIA, 2016), os custos efetivos relacionados as atividades
inerentes a execucao do monitoramento das moscas-das-frutas no Polo Fruticola do
Vale do Rio Brumado (BA) representam 1,4 % do custo total de producao da cultura
da manga no periodo de um ano, enquanto que aliado as atividades de controle
preconizadas para esta praga, esse custo sobe para 7,8 % do custo de producédo para
a mesma cultura e no referido Polo Fruticola (AGUIAR & NASCIMENTO, 2011).

2.4 Substratos dispersores de volateis

Dentre as metodologias empregadas no manejo de pragas, as que se utilizam
de compostos quimicos atraentes aos insetos e que os desviam dos frutos alvo e 0s
levam ao contato com inseticidas ou armadilhas para sua eliminacdo tém sido objetivo
de aprofundados estudos por parte de diversos grupos de pesquisa (NANDAGOPAL
et al, 2015).

A busca por produtos que sejam, concomitantemente, eficazes no que
concerne a eliminacdo e seletivos as espécies alvo, tem sido um dos principais
objetivos neste tipo de pesquisa. Porém, ha que se considerar que em virtude da
volatilidade da grande maioria dos compostos empregados, faz-se necessario que os
locais ou estruturas onde sdo depositados esses compostos atraentes sejam capazes
de promover a dispersdo dos mesmos pelo maximo de tempo possivel, de modo que
o intervalo para a reposicao da carga do atraente seja ampliado ao maximo possivel.
Entre os produtos atualmente utilizados como matriz para uso como dispersores de
volateis, nas mais diversas aplicacbes estdo a madeira, a borracha e polimeros

sintéticos.
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Nesse contexto, e observando-se a aplicacdo como uma metodologia voltada
a atracdo de insetos no campo, é essencial que sejam desenvolvidos produtos,
processos e estratégias capazes de promover uma liberagéo efetiva e controlada dos
compostos para se manter a taxa de evaporacdo dos emissores de fontes pontuais
em niveis adequados de resposta dos insetos durante toda a época de acasalamento
(STIPANOVIC et al, 2004).

Durante as duas ultimas décadas, avancos significativos foram alcancados no
desenvolvimento de materiais biocompativeis e biodegradaveis para aplicacdes
biomédicas, e no caso da Ultima categoria, também em aplicacdes industriais.
Tipicamente, inorganicos (metais, ceramicas) e poliméricos (sintéticos e naturais) os
materiais tém sido usados no desenvolvimento de itens como valvulas cardiacas
artificiais, veias e artérias, adesivos médicos, suturas, compdsitos dentarios, e
polimeros para liberagdo controlada e lenta de farmacos ou outros produtos (Figura
16). O desenvolvimento de novos materiais biocompativeis inclui caracteristicas que
vao além da nao toxicidade a bioatividade em relacéo a interagcdo com, e, ao tempo
(NANDAGOPAL et al, 2015).

As vantagens dos polimeros para este propdsito sdo consideraveis: a matriz
polimérica desaparece (Figura 17) de forma in6cua com o passar do tempo; a
degradacdo pode ser adaptada ao exigido para o produto a ser utilizado (farmaco ou
inseticida), variando a composic¢ao do copolimero.

Figura 16 - Representacdo esquematica de dispersao

controlada de volateis a partir de uma matriz néo
biodegradavel.
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Figura 17 - Representacdo esquematica de
dispersdo controlada de volateis a partir de uma
matriz biodegradéavel.
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Entre os biopolimeros atualmente utilizados, nas mais diversas areas, a
quitosana tem apresentado resultados promissores em aplicagbes farmacéuticas. A
quitosana pode ser obtida a partir da quitina por meio da desacetilagdo com &lcalis,

podendo também estar naturalmente presente em alguns fungos (SILVA et al, 2006)

Segundo STIPANOVIC e colaboradores (2004), embora eficazes em muitos

casos, esses dispositivos sofrem de varias limitagdes inerentes:

(1) Dependendo do dispositivo e da formulagéo, as taxas de liberagdo podem
variar com o tempo. A chamada cinética de lancamento de "ordem zero", onde a taxa

de evaporacao € independente do tempo, € a mais desejavel.

(2) Para a maioria dos dispersores de feromonios, a concentragdo do
ingrediente ativo no ar cai muito rapidamente com a distancia do dispositivo, e eles

sdo apenas relativamente efetivos a atracdo e ao aprisionamento dos insetos.

(3) Certos dispositivos podem ter custos elevados ou complexos de serem
produzidos, exigindo-se consideravel tempo e estrutura para serem fabricados e
portanto podem néo ser possivel a producéo em larga escala.

(4) A implementagéo da estratégia no campo pode exigir uma intensiva méo-
de-obra, caso os dispositivos individuais tenham de ser fixados manualmente as
arvores, de modo que se atinja a regido superior da mesma, onde muitos feroménios

sdo mais eficazes.

(5) O dispositivo polimérico dito empacotado ou revestido geralmente ndo é

biodegradavel e pode se acumular no ambiente.

Abordagens alternativas envolveram o uso de microcapsulas ou esferas de
plastico cheias ou saturadas com feromonio que pode ser amplamente distribuido por
pulverizagcdo para fornecer quase numero infinito de fontes pontuais, porém as

limitagGes citadas acima ainda permanecam (custo, biodegradabilidade, entre outros).
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2.5 A comunicac¢ao quimica entre os insetos

Em 2009, completou 50 anos da publicacéo do primeiro artigo de identificacéo
da estrutura quimica de um feroménio sexual de inseto. Este trabalho pioneiro foi
realizado pelo quimico aleméao Adolf Friedrich Johann Butenandt, premiado com o
Nobel de Quimica de 1939, que encontrou a estrutura quimica para o feroménio sexual
do bicho da seda, a mariposa Bombyx mori L. (LEPIDOPTERA: BOMBYCIDAE),
sendo este trabalho resultado de 20 anos de pesquisa (ZARBIN et al, 2009).

De forma geral, 0s insetos utilizam sinais visuais, acusticos e quimicos para se
comunicar. Porém sao os sinais quimicos, os responsaveis pela comunicacao entre o
inseto e seu meio ambiente (CORREA & SANT’ANA, 2001). Os sinais quimicos
podem ser identificados a curta ou longa distancia e sado caracterizados por odores
especificos, liberados por diferentes espécies, que permite ao inseto realizar a selecéo

de plantas, a defesa ou agressao e a escolha do local de oviposicdo (VILELA, 1987).

Qualquer substancia quimica liberada por um determinado organismo que
provoca uma mudanca comportamental ou fisiolégica em outro organismo é
denominada de semioquimico (CORREA; SANT’ANA, 2001). Devido & amplitude do
termo semioquimico, referente as substancias quimicas e as toxinas, um novo termo
foi criado, os infoquimicos, que sdo substancias quimicas que em seu contexto
natural, fornecem informac¢des em uma interacdo entre dois individuos, provocando
no receptor uma resposta fisioldgica (Figura 18). Os infoquimicos sdo classificados
com base no tipo de interacdo, se intraespecifica ou interespecifica, e com base no
custo-beneficio obtido pelos organismos envolvidos na interagdo (VILELA; DELLA
LUCIA, 2001).
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Figura 18 - Classificacdo dos semioquimicos.

SEMIOQUIMICOS
/ e noe? \
FEROMONIOS ALELOQUIMICOS
(agdo intraespecifica) / (agdo interespecifica) \\
PREPARADOR | | DESENCADEADOR ALOMONIOS || CATROMONIOS SINOMONIOS
des(en;itglliﬁ:ﬁto (alan::i'p?:.::;:' :5;?95"' (beneficia o emissor) | | (beneficia o receptor) | | (benefida emissor e receptor)
estagio fisiologico) temitorial)

Fonte: Adaptado de HOWSE et al., 1998; PEREIRA, 2007

Os aleloquimicos séo infoquimicos mediadores de interacdes entre espécies
diferentes que se dividem em cairoménios, com substancias que beneficiam a espécie
receptora do estimulo, aloménios que beneficiam a espécie emissora do estimulo e
0s sinomdnios que beneficiam tanto a espécie emissora quanto a receptora (ZARBIN
et al, 1999)

Os feromdnios constituem uma mistura de compostos que estao presentes em
diferentes proporcdes, sdo espécie-especificos (HALDER, 2011; VILELA, 1987) e sédo
utilizados na atragdo sexual, para agregacao, recrutamento, defesa, localizagdo de
hospedeiros e para desencadear muitas fungées comportamentais PHEROBASE
(http://www.pherobase.com/about/). Entre as varias vantagens quando comparadas
aos pesticidas quimicos tem-se:

a) ndo afetam populagbes de pragas secundarias ou inimigos naturais;
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b) tem baixa toxicidade a mamiferos (SILVERSTEIN, 1981).

Em tefritideos a exemplo de moscas do género Ragholetis trés grupos
principais de semioquimicos foram identificados: (1) aleloquimicos liberados pelo fruto
hospedeiro que guia as moscas para o0 local de oviposicdo (Cairoménios), (2)
feromonio sexual e (3) feromoénios marcadores de hospedeiro identificando este como
sitio de oviposicéo (SARLES et al, 2015).

Feromonios, sdo geralmente obtidos em quantidades diminutas, na ordem de
microgramas a miligramas, sendo moléculas organicas com centros quirais e/ou
insaturacdes e ramificacdes, em geral, de baixo peso molecular de 60 a 220 u.m.a., o
que garante a volatilidade da molécula (THOMAZINI, 2012). A extracdo, o isolamento
e a identificag@o de substancias volateis de insetos foram relatadas por Zarbin (2001),
onde a maior dificuldade refere-se a producdo em baixa quantidade e a existéncia de
varios outros compostos inativos, porém quimicamente relacionados aos compostos

bioativos.

2.6 Extracao por aeracao — Coleta de compostos volateis.

A obtencéo de extratos a partir de compostos volateis emanados por insetos
ou frutos pode ocorrer pelo emprego de técnicas variadas de coleta desses volateis.
Dentre as técnicas de coleta, a aeracdo ou HEADSPACE DINAMICO ou AERACAO,
tem sido uma das metodologias prioritariamente escolhidas em virtude do elevado
grau de confiabilidade e reprodutibilidade, bem como também por preservar a
integridade da amostra submetida ao processo. Porém, como requisitos para que se
tenham asseguradas essas caracteristicas € necessario entre outros cuidados que
todo aparato empregado esteja isento de residuos, a exemplo de contaminantes
externos ou que sejam da composi¢cao do material utilizado na fabricacdo/montagem
dos equipamentos, e que possam interferir ou alterar na mistura dos compostos

emanados pela amostra em questao (THOLL et al, 2006).

Esta técnica consiste na adsor¢céo dos volateis liberados pelo organismo ou
amostra de interesse em uma matriz capaz de reter 0s compostos que se busca extrair
e tem sido adotada como técnica padrédo para a coleta de volateis em grande parte

dos estudos de semioquimicos.
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Neste processo, quando se pretende obter os compostos volateis liberados por
insetos, os feromonios, estes coletados empregando-se um sistema de coleta
composto por uma camara de vidro e colunas contendo matriz adsorvente, tal como
silica, carvdo ativo e polimeros porosos (Porapak Q®, Tenax® etc.) (Figura 19)
(ZARBIN, 2001). O “aprisionamento” do feromonio ocorre no material adsorvente e
sua dessorcdo é realizada pelo emprego de solvente puro, com baixo ponto de
ebulicdo, normalmente hexano, que possibilita a evaporacdo sem a necessidade de

exposicao do material coletado a altas temperaturas.

Figura 19 - Desenho esquematico de um sistema de coleta de
voléateis por aeracéo.

. Compartimento de aeragdo; dimensdes
Saida de ar vanadas dependendo do inseto

+ r

_ .
"
+ Coluna(15/1,5cm)
M e e,
. INSETOS
l La de vidro

Polimero Carviio ativo
adsorvente granulado

Entrada de ar

Fonte: Adaptado de ZARBIN, 2001.

2.7 CG X CG/TOF-EM.

A Cromatografia Gasosa Bidimensional acoplada a Espectrometria de Massas
com detector Time-of-Flight (CG x CG/TOF-EM) € uma técnica analitica conhecida por
sua sensibilidade e seletividade que é utilizada para resolver os problemas da co-
eluicdo dos compostos encontrada na Cromatografia Gasosa unidimensional. O CG x
CG/TOF-EM possui duas colunas com polaridades diferentes, que sao conectadas
por um modulador que coleta continuamente pequenas fragbes da amostra da
primeira coluna (1D), reconcentra-as em uma banda estreita e as reinjeta na segunda
coluna (2D) (PEDROSO et al., 2009).

O diagrama das etapas de um Cromatdgrafo gasoso bidimensional é
demonstrado na Figura 20 onde: (a) — representa o local para injecdo da amostra, (b)
a coluna cromatografica onde ocorre a separacao dos compostos e (d) o modulador

criogénico, local do resfriamento através de jatos de CO2 ou de Nz liquido, do eluente
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da primeira coluna para posterior introdu¢do na segunda coluna. O modulador ir4
condensar os compostos da coluna (b) e liberar gradativamente todo o eluente na
coluna (d). Os fragmentos gerados sdo capturados por um detector (e), onde os dados
obtidos sdo levados a um banco de dados e, por comparacdo das massas, € feita a
identificacdo dos compostos (DMANDJA, 2004).

Figura 20 - Esquema estrutural de cromatdégrafo gasoso
bidimensional - CG x CG.

Modulador

(a) ’ f
& S

(b)

i SN

Descrigdo: Diagrama basico de um sistema CG x CG onde: (a) injetor, (b) coluna priméria, (c)
conectores de coluna, d) interface CGxCG, (e) coluna secundaria, (f) detector e (g) divisdo

A andlise quimica dos compostos representa uma etapa importante e delicada
da pesquisa envolvendo semioquimicos, uma vez que depende diretamente dos
equipamentos empregados e da pericia técnica de quem procedera com as analises.
Este € um aspecto de grande relevancia, em virtude das quantidades diminutas dos
compostos presentes nas amostras, havendo portanto, o risco de que alguns dos
presentes nas amostras ndo sejam detectados ou ainda, distinguidos de outros em
maior proporgao nos extratos, resultando desta forma em resultados imprecisos ou

inconclusivos.

2.8 Composicdo quimica de extratos de frutos de goiaba -
Psidium guajava.

A andlise quimica dos extratos hexanicos obtidos a partir da aeracéo de frutos
de goiaba em estagio verde e maduro que foi realizada por Santos (2003), evidenciou
em sua constituicdo a presenca de alcoois, cetonas, aldeidos, hidrocarbonetos,
compostos sulfurados e principalmente ésteres, com maior presenca de terpenos
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entre os frutos verdes, e os ésteres alifaticos nos maduros. Destacam-se entre 0s
componentes identificados (Figura 21) nos extratos de frutos verdes e maduros o0s
seguintes compostos: hexanoato de metila, hexanoato de etila, acetato de cis-3-
hexenila, limoneno, a-copaeno, trans-cariofileno, a-humuleno e a-selineno. Na
ocasido, a autora demonstrou, mediante a realizacdo de bioensaios, que 0s insetos
apresentaram maior efetividade na percepcdo de compostos cujas estruturas sao
menos complexas do ponto de vista de funcdo quimica ou estrutural, condicdo que

ocorre nos frutos no estagio de maturacado menos avancgado.

Figura 21 - Compostos identificados nos extratos de frutos verdes e maduros de goiaba,
variedade vermelha.

0 0
/\/\)—L Cﬁ O
e /\/\/LL | JJ\
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HsC 0 HsC 0 CH3 o) CHs

Hexanoato de metila Hexanoato de etila Acetato de cis-3-hexenila

CH,

H,;C CH,

- - a-Humuleno a-Selineno
Limoneno a-Copaeno Trans-Cariofileno

Fonte: Obtido e adaptado de PubChem Open Chemistry Database, disponivel em <https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/
10856363#section=Top> e ChEBI disponivel em <http://www.ebi.ac.uk/chebi/>.

2.9 Feromoénio de espécies do género Anastrepha.

Normalmente, em grande parte das espécies de insetos, os feromonios sexuais
sao produzidos por fémeas para atrair os machos. Porém, para as moscas-das-frutas,
0s machos sdo os responsaveis pela producéo e a liberacdo do feroménio sexual.
Diversos estudos tém buscado elucidar os mecanismos relacionados a producéo,
liberacdo e os efeitos provocados pelos feromonios dos tefritideos. As glandulas
salivares e 0 papo desses insetos sao as estruturas apontadas na literatura como o0s
sitios de sintese e armazenamento de parte dos compostos que integram a mistura
feromonal (GONCALVES, 2013)

Esses atraentes sdo, muitas vezes, classificados como feromoénio de

agregacdao, pois resultam da atracdo de ambos os sexos ao sitio de chamamento
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(LANDOLT, 1997). As fémeas também s&o capazes de produzir feromonio, no entanto
sem o proposito de atrair o parceiro. O feroménio produzido por muitas espécies de
Anastrepha tem por objetivo marcar a superficie do fruto no qual foram depositados
0S 0Vvos, evitando-se desta forma que outras fémeas ovipositem na mesma regido, o
que provocaria superinfestacdo de larvas e canibalismo entre estas (BIRKE et al,
2013).

Os machos de A. fraterculus, quando em chamamento — periodo ideal para
coleta dos compostos volateis desses insetos, e que se caracteriza, em espécies do
género Anastrepha, ja a partir do oitavo dia apds a emergéncia dos insetos adultos
(CRUZ-LOPEZ et al, 2015) — descrevem uma série de comportamentos
caracteristicos e que antecedem o ato da copula. Esses comportamentos Sao
decorrentes de estimulos diversos, de natureza acustica, visual e quimica, que sao

recebidos pelos insetos e que 0s preparam para 0s eventos posteriores.

Dentre os comportamentos que caracterizam o processo de chamamento e
corte por parte dos machos do género Anastrepha, esta a contracdo do abdome, a
agitacdo das asas e exposicdo da bolsa anal (Figura 22), que faz com gque os
constituintes volateis do feromodnio desses insetos sejam liberados (GONCALVES,
2001; LIMA & HOWSE, 1997). O comportamento de chamamento exibido elos
machos do género Anastrepha pode ocorrer em periodos variados do dia, a depender
da espécie estudada ou também em virtude das condicbes do ambiente. Em A. striata,
o0 inicio desse comportamento foi mais evidente durante o periodo da tarde (CRUZ-
LOPEZ et al, 2015). Em A. obliqua e em A. fraterculus os comportamentos de
chamamento e copula foram descritos ocorrendo durante o periodo matinal (ALUJA &
BIRKE, 1993; GONCALVES et al, 2013).

Figura 22 - Macho de A. fraterculus em atividade de chamamento
expondo o epitélio retal.

Dilatacdo da pleura
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O feromdnio liberado pelos machos de A. fraterculus atrai as fémeas para o
acasalamento e outros machos para a formacao dos leks (agregacédo de machos), que
consiste numa estratégia utilizada pelos machos de tefritideos com o intuito de
potencializar o efeito das substancias que estdo sendo liberadas pelos mesmos, de

modo a se garantir sucesso na atividade reprodutiva.

Essas assembleias sdo formadas por machos que liberam o feromoénio
atraindo outros machos para o comportamento de corte que envolve a liberacdo de
sinais quimicos, visuais e acusticos que atraem fémeas sexualmente receptivas, as
quais, apos interagirem com alguns machos do grupo, escolhe um deles para a copula
(Figura 23) (LIMA-MENDONCA, 2014). Assim para a fémea atraida pelo feroménio,

este sinal pode ser também classificado como feromdnio sexual.

Figura 23 - Casal de A. fraterculus em
copula

Foto: Autor

Diversos trabalhos sobre semioquimicos de tefritideos tém sido realizados com
o intuito de identificar compostos envolvidos na comunica¢do desses insetos e nas
estratégias utilizadas por esse grupo na busca de frutos hospedeiros e parceiros
sexuais. A capacidade de fémeas de A. striata detectar os volateis emitidos pelos
machos dessa espécie, em meio a imensa quantidade de compostos similares
emanados dos frutos hospedeiros desta espécie e dispersos no ambiente, também foi
discutida (CRUZ-LOPEZ et al, 2015).

A literatura sobre ferombnios com moscas do género Anastrepha, relata a
existéncia de 86 compostos ja descritos constituindo misturas feromonais.

(<http:/mwvww.pherobase.com/database/compbygen/genus-comp-anastrepha.  php>
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Acesso em 19 de marco de 2017). Entre os constituintes volateis identificados na
composicdo do ferombénio sexual de machos de espécies do género Anastrepha
(Figura 24) merecem atencéo especial 0s seguintes compostos: hexanoato de etila,
Linalol, octanoato de etila, (Z)-3-Nonen-1-ol, (Z,Z)-3,6-Nonadien-1-ol, (E,E)-a-
Farneseno, (Z,E)-a-Farneseno, a-Copaeno p-Cimeno, Limoneno, (Z)-8-Ocimeno,
(E,E)-Suspensolideo, Anastrefina, Epianastrefina, em virtude destes compostos
serem relatados em diversos estudos, bem como por terem sido identificados em
individuos de populacdes de areas geograficas distintas (BRIZOVA et al, 2013;
LOPEZ-GUILLEN etal, 2011; MILET-PINHEIRO, 2015). Durante pesquisas realizadas
por LIMA e colaboradores (2001), constatou-se também a presenca do (3E,8E)-

Suspensolideo entre os compostos liberados por machos de A. suspensa.

Figura 24 - Compostos identificados no ferom6nio de moscas-das frutas
do género Anastrepha.
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Fonte: Obtido e adaptado de PubChem Open Chemistry Database, disponivel em <https:/pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/
10856363#section=Top>

Além da identificacdo dos compostos que séo liberados pelos machos em
chamamento, diversos autores também tém se dedicado a esclarecer fatores que
possam influenciar no potencial dos compostos em atrair 0s insetos, na composi¢ao
da mistura feromonal, e qual ou quais 0s locais no organismo do inseto que participam
dos processos de sintese ou armazenamento desses compostos. A exemplo disto,
podem ser citados os resultados obtidos por Goncgalves e colaboradores (2006, 2013),
cujas evidéncias associavam o0 armazenamento e também possivelmente a sintese
do ferombnio sexual de C. capitata e de A. obliqua nas glandulas salivares dos machos

destas espécies.
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Diversos estudos tém evidenciando a potencial influéncia dos compostos
volateis presentes nos frutos que servem de alimento e que compéem a mistura
liberada pelos insetos. Santos (2003) e Silva (2005), em experimentos conduzidos no
Laboratério de Ecologia Quimica — LEQ/IQB/UFAL, demonstraram que havia
similaridades entre os compostos identificados na mistura feromonal de machos de A.
fraterculus e seu fruto hospedeiro (P. guajava) e de machos de C. capitata e 0
hospedeiro Carica papaya (mamao), respectivamente. Cruz-LOpez e colaboradores
(2016, 2015) argumentam de maneira semelhante, a partir de estudos realizados com
A. striata, que a mistura feromonal emanada pelos machos em chamamento é
impactada pelos compostos volateis existentes nos frutos de goiaba que serviram

como hospedeiro desses insetos durante a fase larval.

Em 2010, estudos realizados por VERA e colaboradores (2013) constataram
gue machos selvagens de A. fraterculus, adultos, que haviam sido expostos a volateis
de frutos de goiaba durante pelo periodo de 15 dias, apresentaram significativa
vantagem durante o processo de cépula, ante aos insetos ndo submetidos aos
volateis. Além disso, o grupo ainda verificou que os machos de A. fraterculus nédo
submetidos a esse tratamento, passaram a apresentar comportamento de copula mais

precocemente em relacéo ao grupo de insetos testemunha.

2.10 Bioensaios.

Os bioensaios, por meio de seus procedimentos, permitem através de modelos
experimentais controlados, eliminar todas as interferéncias que ocorrem no ambiente.
(INDERJIT; DAKSHINI, 1995). Portanto, eles avaliam as respostas biolégicas de um
organismo frente a uma substancia, de modo que sejam minimizados os fatores
possam prejudicar as avaliagcbes dos comportamentos e das respostas observadas e

analisadas.

Estudos dos mecanismos comportamentais pelos quais 0s insetos escolhem
suas plantas hospedeiras contribuem para formulacdo de hipéteses sobre os padrdes
das associagdes observadas na natureza. Para uma explicagéo final, no entanto, que

define por que estas associacfes existem, sdo necessarios estudos dindmicos que
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consideram também as consequéncias de plantas que respondem a estas escolhas
(BARRIOS-SAN MARTIN et al, 2014; KNOLHOFF & HECKEL, 2014).

Como ja mencionado anteriormente, 0s insetos se utilizam de estimulos visuais,
acusticos e olfativos para se comunicar ou mediar e promover diversos

comportamentos, a exemplo do reprodutivo e de selecdo alimentar.

Para tanto, os insetos ficam expostos aos extratos com as substancias a serem
testadas, podendo ser realizado com duas ou mais substancias simultaneamente ou
individualmente. Alguns fatores como a temperatura, umidade e luminosidade devem
ser controlados (KAINOH, 2011) do modo a torna-las adequadas ao objetivo da
pesquisa levando em consideracdo primordialmente os habitos e estilo de vida do

inseto.

Os testes comportamentais ou bioensaios sao realizados em laboratério, em
condi¢cbes seminaturais® ou no campo. Em laboratério, os bioensaios geralmente séo
conduzidos, em trés tipos basicos de equipamentos: os olfatbmetros e tlneis de vento
(Figura 25), nos quais as moléculas do odor testado séo transportadas em direcéao
aos insetos por uma corrente de ar provocada; e as arenas, estruturas bem mais
simples, nas quais nao se utiliza fluxo de ar (FERRARA et al, 2001; HOWSE et al,
1998; MAFRA-NETO & CARDE, 1998).

Figura 25 - Representacdo esquemética de um tunel de

vento empregado na realizagcdo de bioensaios
comportamentais com insetos.
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Fonte: Adaptado de Kainoh, 2011

3 Bioensaios em condices seminaturais correspondem a testes realizados em estrutura que busca assemelhar as
condigdes do teste as condi¢des naturais do ambiente. Normalmente, bioensaios dessa natureza ocorrem em casa
de vegetacdo ou telados instalados ao ar livre.
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As arenas por sua vez, sdo caixas transparentes muito utilizadas para testes
com extratos. Sdo normalmente de vidro ou acrilico, e em seu interior, um grupo de
insetos é exposto ao estimulo testado (extrato) e ao controle (geralmente o solvente
utilizado no extrato). Os testes podem ocorrer avaliando-se os tratamentos (extrato e
controle) isoladamente ou ambos simultaneamente (Figura 26). As amostras a serem
testadas séo introduzidas no ambiente em substratos, os quais podem ser discos de
papel de filtro ou septos de borracha impregnados com um destes dois materiais e

posicionados em extremidades opostas do espaco interno.

A atratividade do material de teste € avaliada comparando a quantidade de
aproximacdes dos insetos ao substrato impregnado com este material com aquelas
ao controle. Pode ser observada também a sequéncia de movimentos descrita pelo
inseto quando préximo a substancia testada, para avaliar em que extensdo esta
substéancia influencia um determinado comportamento. Como ndo h& passagem de
fluxo de ar no interior das arenas, 0s insetos s6 podem manifestar respostas
comportamentais a curta distancia.

Figura 26 - Representacdo esquematica de arenas empregadas em bioensaios

com insetos voadores: (a) arena com apenas um Unico tratamento; (b) arena
com dois tratamentos.
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Diagramacéo: Autor

Pelo mesmo motivo, o tamanho da arena e o tempo de exposi¢ao dos insetos
ao estimulo devem ser adequados a cada espécie estudada, visto que em um

ambiente fechado, apds certo tempo, todas as moléculas de odor se encontram
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igualmente distribuidas. A despeito destas desvantagens, as arenas séo utilizadas
pela sua facilidade de construcédo e utilizacdo (FERRARA et al, 2001; HOWSE et al,
1998; MAFRA-NETO & CARDE, 1998). Arenas de maiores dimensdes podem ser
utilizadas para testar a atratividade de insetos para material proveniente de vegetais,

como folhas, flores e frutos.

Todo o trabalho relacionado com a pesquisa de semioquimicos, principalmente
dos organismos que sdo considerados pragas da agricultura, ttm como um dos
propésitos a obtencdo de produtos que possam ser formulados e disponibilizados no
mercado como uma alternativa segura e eficaz para o monitoramento e controle das
pragas nas culturas. Ademais, observa-se ainda que substratos usados como
dispersores de ferombonios empregados em armadilhas de monitorizacdo e
dispositivos de eliminacdo ndo sdo normalmente bem estudados e os atrativos séao
liberados a velocidades descontroladas, levando a baixa eficiéncias e eficacia da
estratégia empregada o que resulta em estimativas de monitorizacdo enganosas
(NAVARRO-LLOPIS et al, 2011).

O esquema a seguir (Figura 27) descreve as etapas basicas que abrangem
uma pesquisa com semioquimicos de moscas das frutas, desde a identificacdo até a

possivel disponibilizacdo de iscas para o mercado.
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Figura 27 - Etapas de pesquisa, elaboracéo e disposi¢cdo deiscas para uso
no controle de moscas-das-frutas.
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Diagramacéo: Autor

Em relagéo a tefritideos, bioensaios de comportamento haviam sido descritos

anteriormente por Robacker (1988) para Anastrepha ludens, por Canale et al (2013)

com Bactrocera oleae, Navarro-Llopis et al (2011) para C. capitata e para A.

fraterculus, Vera et al (2013) e Bachmann (2015), e consistiram principalmente em

observacfes sobre o comportamento reprodutivo e alimentar.
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3 REVISAO PATENTARIA

A prospeccédo de insumos, produtos e técnicas aplicaveis ao monitoramento e
controle de pragas agricolas, tal como as moscas-das-frutas, tem fomentado o
surgimento de verdadeiros celeiros e empresas de tecnologia voltadas as mais
distintas areas do agronegocio, seja no aspecto da estruturagcdo, mecanizacéo e
automacao dos processos produtivos, seja no tocante ao desenvolvimento de
cultivares resistentes a pragas e doencgas, ou de produtos voltados a protecdo das
culturas e ao aumento da produtividade, mas que também sejam menos agressivos

ao meio ambiente e a salde dos consumidores.

Nessa seara, ha que se destacar os avancos conseguidos a partir de processos
e técnicas de biotecnologia que permitiram, por exemplo, o desenvolvimento de
organismos, principalmente cultivares, transgénicos. Em outro segmento, a
identificacdo e producdo de compostos e solucbes que possam desempenhar

atividade de controle de insetos praga.

A despeito da ampla gama de inseticidas utilizados, a perspectiva quanto ao
emprego de semioquimicos que sejam seletivos e que funcionem como atraentes de
moscas-das-frutas em pomares comerciais, tem sido fortalecida e gradativamente e

tem apresentado resultados animadores do ponto de vista da seguranca e eficacia.

No universo de registro industrial/comercial dos semioquimicos identificados
para uso na fruticultura, em especial, para o controle de moscas-das-frutas, a holding
suica Syngenta é detentora de mais de 15% de todas as patentes relacionadas ao
assunto no mundo (GOOGLE PATENTS, 2017).

Entre as formulagdes precursoras que foram desenvolvidas para controle de
espécies de tefritideos Howse, em 1989, obteve registro (Patente n° 4,820,513) de
formulacbes atrativas para varias espécies de tefritideos — Dacus, C. capitata e A.
ludens), cujas formulagées com maior eficacia para machos das espécies avaliadas
foram as que tinham o linalol em sua. Lance & Gates propuseram em 1994 misturas
a base de metil eugenol, cuelure, sais de amonia e uma mistura contendo 1,7-
dioxasprio-[5,5]-undecano com a-pineno ou n-nonanal especificas para mosca dos
género Dacus; e para as moscas do género Rhagoletis propuseram uma composicao

com acetato de hexila, acetato de (E)-2-hexenila, 2-metilbutanoato de butila,
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hexanoato de propila, hexanoato de hexila, hexanoato de butila e butanoato de hexila.
Em 2000, Heath & Epsky obtiveram registro de patente de uma mistura atrativa para
A. ludens e A. suspensa composta por 3-metil-1-butanol, acido acético e aménia ou
putrescina (Patente WO 00/16617).

Rivera e colaboradores (2010) propuseram a formulacdo de solucdes a base
de ésteres (butirato de etila, butirato de isopropila, butirato de propila, butirato de
isobutila, hexanoato de etila, butirato de isopentila, benzoato de etila, octanoato de
etila) compondo isoladamente ou na forma de mistura de ésteres e ésteres mais alcool
(hexanol) a formula geral em concentragfes que variam entre 0,5% e 40% de cada
éster, atrativas para A. obliqua (Patente Pl 0610227-1 A2)

Entre produtos com registro de patente vigentes, os de solicitacdo mais recente
destacam-se por possuirem em suas misturas compostos presentes e identificados
nos feromoénios sexuais da espécie em questdo ou nos volateis liberados pelos frutos
hospedeiros, a exemplo da formulagéo proposta por Teal & Walse (2012) (Patente n°®
US 8,128,948 B1) voltada ao controle de A. suspensa que tem em sua formulacao
Suspensolideo e opcionalmente uma fracdo de y-hidroxiacido de Epianastrefina, y-
hidroxiacido de Anastrefina, acido 2,6-dimetil-6-vinil-cicloexenoacético, [-D-
glicopiranosil, 2,6-dimetil-6-vinil-ciclo-1-hexeno-1-acetato, ou uma mistura desses,

porém nao contendo compostos como o [3-bisaboleno e o a-Farneseno.

Avaliando-se além da capacidade de atracdo de iscas comerciais (Proter®
(Quimica Bravo), Captor 300® (Quimica Lucava), Winner® (IQC), Proteinas
hidrolisadas 30s|® (Syngenta), CeraTrap® (Biolberica) mas também o substrato de
dispersdo dos semioquimicos destas iscas, foram propostos duas matrizes: uma
de materiais compostos de polimero reticulado e outra de material misto de polimero
reticulado e material adsorvente inorganico, cujos resultados apresentaram
persisténcia de liberacdo dos volateis por até 65 dias durante os ensaios realizados
(Patente MX2015010739) (MIRELES et al, 2016).
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4 OBJETIVO GERAL.

Parte 1- Identificar a composi¢cdo quimica do feromdnio sexual liberado por
machos de populacdes de A. fraterculus de diferentes localidades brasileiras, com a

posterior caracterizacdo quimica destas populacoes;

Parte 2- Desenvolver formulacbes com o0s compostos identificados e
reportados na literatura para o fruto hospedeiro preferencial desta espécie e avaliar
sua eficacia quando microencapsuladas em substrato biopolimero, através da
realizacdo testes em laboratorio, com vistas a subsidiar sua viabilidade futura para o

manejo integrado desta praga.

5 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

I. Extrair os constituintes volateis liberados por machos de A. fraterculus, em
chamamento, provenientes das populacdes selecionadas para este estudo, pelo

emprego da técnica de aeracao;

II. Identificar os compostos presentes nos extratos de machos de populacdes
domesticadas que ocorrem nas populagcbes acima pelo emprego de
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas Bidimensional (CG
X CG-TOF-EM);

lll.  Verificar a existéncia de similaridades e diferencas, entre a composi¢ao quimica
da mistura de constituintes liberados por machos das populacdes-alvo deste
estudo e a das populacdes ja estudadas em estudos anteriores (Insetos de
Maceio-AL e Bento Gongalves — RS), mensurando-se estas através de analises
multivariadas com vistas a identificar o grau de compatibilidade e reconhecimento

existente entre as populacdes estudadas;

IV. Extrair os constituintes volateis do fruto hospedeiro preferencial de A.
fraterculus (goiaba), nos estagios verde e maduro, para servirem de tratamento-
testemunha na condugao posterior de bioensaios com formulagcdes dos

compostos sintéticos;
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V. Desenvolver formulacbes contendo diferentes combinagfes das compostos
sintéticos identificados neste estudo e/ou os reportados na literatura, em frutos de
goiaba, como atraentes para fémeas de A. fraterculus;

VI. Verificar a eficacia do emprego de substrato de dispersdo (isca) a base de

biopolimero;

VII. Conduzir ensaios de laboratério para determinar dentre as formulacdes obtidas,
quais as mais eficazes na atratividade de fémeas virgens e acasaladas de A.
fraterculus, com 9, 12 e 15 dias de idade, comparando-as com a atratividade

destas fémeas frente aos extratos do fruto hospedeiro;

VIIl. Padronizar as formulagdes desenvolvidas e identificadas entre as mais eficazes
na atratividade de A. fraterculus a fim de possibilitar a producdo em escala
comercial para disponibilizar ao segmento fruticultor uma alternativa segura e

eficaz de controle desta praga.
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6 MATERIAL E METODOS

6.1 Obtencéao de frutos e coleta de larvas de A. fraterculus

Os frutos de goiaba — variedade Paluma (de polpa vermelha) - destinados a
aeracao para coleta de volateis e para servirem como substrato de oviposi¢cao foram
adquiridos semanalmente em supermercados locais e levados ao laboratorio onde
passaram por uma limpeza com agua corrente e detergente, seguida de transferéncia
para um balde e imersdo em agua a temperatura de 60 °C por 1 minuto. A lavagem
tem por finalidade retirar impurezas e possiveis contaminantes que possam estar
aderidos ao fruto, enquanto a imersao em agua quente serve como tratamento para
eliminacdo de possiveis larvas existentes no interior do fruto, de modo a se evitar a
introducdo de insetos selvagens e de outra espécie ao plantel. Os frutos infestados
com larvas de A. fraterculus foram obtidos através de coletas realizadas no municipio
de Coruripe (AL) em pomares de goiaba da regido sob a gestdo de agricultores
cooperados da Cooperativa Pindorama (10°8'1"S, 36°10'34"W). Em cada coleta
realizada, os frutos obtidos foram distribuidos em cestos plasticos perfurados e
acondicionados em gaiolas de isopor (Figura 28) com abertura na tampa e nas laterais
qgue foram preenchidas com tecido tipo voil, para facilitar a aeracdo em seu interior.

Figura 28 — Caixas com frutos infestados por larvas de A. fraterculus.

Foto: Autor.
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6.2 Obtencéao das populacdes de Anastrepha fraterculus adultas

As populacbes de A. fraterculus que foram criadas e estabelecidas no
Laboratorio de Ecologia Quimica, do Instituto de Quimica e Biotecnologia — UFAL, em

Macei6, Alagoas tinham as seguintes procedéncias (Figura 29):

- Populacdo de Bento Goncgalves-RS: Pupas enviadas pela Embrapa Uva e
Vinho - RS;

- Populagdes oriundas de Vacaria-RS, Pelotas-RS, Sado Joaquim-RS e
Piracicaba-SP: Pupas enviadas pelo Departamento de Biologia Animal, da

Universidade Federal da Bahia, Salvador-BA;

- Populacdo de Alagoas: obtida a partir de larvas presentes em goiabas
infestadas, coletadas em pomares pertencentes a agricultores cooperados da
Cooperativa Pindorama, Coruripe - AL (10° 04'53" S e 36°03'91" W).

Figura 29 - Localidades das quais foram provenientes 0s
insetos utilizados para obtencdo dos extratos e realizacdo dos
bioensaios.

Coruripe - AL

Adaptado pelo autor.

Entre 12 e 15 dias apdés a coleta dos frutos infestados por larvas e a
transferéncia destes para as caixas de isopor, conforme descrito acima, 0s insetos
comecavam a emergir. Estes eram coletados, identificados quanto ao sexo, sendo

gue uma parte dos insetos era transferida para gaiolas de reprodugéo, enquanto os

44



do dos itui juimicos do f onio sexual de populagées de pha fraterculus (Diptera:Tephriti e de seu fruto hospedeiro p ial, Goiaba - Psidi
guajava (Myrtaceae).

demais eram separados por sexo e transferidos para gaiolas de vidro (Figura 30)
(20cm x 30cm x 15cm), para a obtencdo de extratos de machos, e as fémeas para a

realizacdo de bioensaios e para identificacdo da espécie.

Figura 30 — Gaiolas de criagc&o contendo populagdes de A. fraterculus.

Foto: Autor.

Nas gaiolas de reproducéo foram disponibilizados aos insetos frutos de goiaba
em estagio intermediario de maturacao, adquiridos em supermercados, para servirem
como sitio de oviposicédo das fémeas (Figura 31 a - b). Para estes frutos teve-se o
cuidado de submeté-los a um tratamento térmico através da imerséo durante 10 (dez)
minutos em agua a uma temperatura aproximada de 60 °C, cujo objetivo consistia na
eliminacgédo de larvas que possivelmente pudessem existir nesses frutos, buscando-se
assim garantir que os insetos obtidos correspondiam de fato a linhagem do laboratério,

e ndo de insetos selvagens introduzidos acidentalmente.

Figura 31 - Casais de A. fraterculus em frutos para reproducéo (a) e fémea
ovipositando em fruto (b).

(b)

Fotos: Autor
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6.3 Manutencéo das populacdes de adultos de A. fraterculus em
laboratorio.

Apébs serem transferidos para gaiolas, os insetos eram mantidos em gaiolas de
vidro (20 cm x 30 cm x 15 cm) em sala com fotoperiodo controlado (14L:10D)4,
temperatura média 24 °C + 2 °C, e umidade relativa do ar média de 70%, alimentados
a partir de uma dieta disposta em placa de Petri, composta com acucar mascavo,
extrato de soja, levedura de cerveja desidratada e gérmen de trigo na propor¢cao
(3:3:1:1), além de agua, em separado, disponivel em copo descartavel devidamente
tampado, com uma pequena abertura na tampa e uma fita de esponja vegetal
umedecida. A troca da alimentacéo foi realizada duas vezes por semana. Cada gaiola
de criacdo foi mantida suspensa por um tubo plastico dentro de uma bacia com agua
e detergente, para se evitar atagues de predadores. A limpeza das gaiolas foi

realizada a cada 15 dias.

6.4 Obtencao de extratos de frutos de Goiaba — Psidium guajava.

Com vistas a realizacdo das andlises quimicas e realizacdo dos bioensaios
comportamentais, frutos e insetos foram submetidos a técnicas de extracdo de
compostos volateis conforme protocolos previstos na literatura (NATION, 1990;
ZARBIN et al, 1999), bem como através de esquemas nos quais essas técnicas

sofreram adaptagoes.

Para a coleta dos compostos volateis liberados por frutos de goiaba, foram
utilizados aproximadamente 250 gramas de frutos intactos de goiaba, nos estagios
verde e maduro de maturacao, os quais foram colocados em um dessecador de vidro

adaptado (Figura 32), conforme o esquema a seguir.

4 As siglas L e D referem-se aos termos Light and Dark, os quais correspondem aos periodos de
“claro” e “escuro” durante o transcorrer do experimento.
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Figura 32 - Aparato para coleta de volateis de frutos de goiaba. (a) bomba
de ar; (b) fluxdmetro; (c) camara de aeracéo; (d) trap contendo carvao ativo;
(e) trap contendo material adsorvente; (f) temporizador.

!

Foto: Raphael Tavares

Nesse sistema, 0 ar que sai através da saida (e) gera um vacuo no interior da
camara de coleta (c), fazendo com que entre ar através da entrada (d), na qual esta
acoplado um filtro de carvéo ativo cujo objetivo € reter quaisquer impurezas presentes
no ar, e que poderiam influenciar no resultado das analises. Assim, 0 processo
consiste no arraste dos volateis liberados pelos frutos pela corrente de ar gerada no
interior da camara, com fluxo constante de 1 L/min. de modo que ficassem retidos ao
passarem por um tubo contendo 100 mg de polimero adsorvente (Tenax®). Cada
repeticdo deste procedimento durou 24 horas, iniciando as 9 horas da manha e
terminando no mesmo horario no dia seguinte e repetido 10 vezes, sob temperatura
média de 24 °C % 2 °C, e umidade relativa do ar média de 75%. O filtro adsorvente
contendo os compostos volateis foi lavado com 3 mL de hexano grau HPLC = 97%
(Sigma-Aldrich) redestilado. Os extratos obtidos foram transferidos para ampolas de
vidro de 2 mL, em seguida seladas e mantidas em freezer a temperatura de -10 °C,
até sua utilizacdo em experimentos subsequentes (GONCALVES, 2005; SANTOS,
2003).
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Os extratos obtidos nesta etapa serviram exclusivamente para utilizagdo nos
ensaios de laboratério, como tratamento-testemunha, visto que 0s compostos

presentes nos mesmos ja haviam sido identificados por Santos (2003).

6.5 Coleta dos constituintes volateis liberados por machos de A.
fraterculus em chamamento.

Grupos de 20 machos virgens, com idades entre 15 e 20 dias, em chamamento,

de cada populacdo de A. fraterculus foram colocados, separadamente, em camaras

de vidro (500 mL) (Figura 33) as quais foram submetidos a mesma metodologia

descrita acima (item 6.4).

Deve ser levado em conta que para este procedimento, o sistema de coleta foi
mantido em ambiente nas mesmas condi¢cdes nas quais estavam sendo mantidas as
gaiolas de criacéo, a fim de que ndo houvesse mudanca nos padrfes de temperatura,
umidade e luminosidade — temperatura ambiente média de 24 °C £+ 2 °C, umidade
relativa do ar média de 75%, e fotoperiodo de 14L:10D — de modo a se evitar

interferéncias no comportamento dos insetos.

Figura 33 - Aparato para coleta de volateis emitidos por machos
de A. fraterculus. (a) bomba de ar; (b) fluxbmetro; (c) camara de
aeracao; (d) trap contendo carvéo ativo; (e) trap contendo material
adsorvente.

Foto: Raphael Tavares
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Os extratos obtidos, também a partir da dessor¢do com hexano grau HPLC =
97% (Sigma-Aldrich), foram transferidos para ampolas de vidro de 2 mL, as quais
foram seladas e posteriormente mantidas em freezer a temperatura de -10 °C até que

fossem realizadas as analises.

6.6 Andlise dos extratos de machos de A. fraterculus em
chamamento por GC x GC/TOF-MS.

Os extratos hexanicos obtidos a partir das aeracdes de machos das populagdes
de A. fraterculus, foram analisados por Cromatografia Gasosa bidimensional acoplada
a Espectrometria de Massas com detector time-of-flight (GC x GC/TOF-MS) a fim de
se identificar os compostos volateis presentes nas misturas liberadas por estes
insetos. As analises foram conduzidas, pela Dra. Lucie Vani¢kova no laboratério de
Infoquimicos, do Institute of Organic Chemistry of the Academy of Sciences of the
Czech Republic, em Praga, Republica Tcheca, empregando-se o instrumento LECO
Pegasus 4D (Figura 34) equipado com um criomodulador quad-jet estatico (LECO
Corp., St. Joseph, Missouri).

Figura 34 - Cromatografo GC x GC/TOF-MS LECO Pegasus 4D
do Institute of Organic Chemistry of the Academy of Sciences
of the Czech Republic.

Extraido de: http://www.uochb.cz/web/structure/1068.html

Amostras contendo 1 uL do extrato de machos foram introduzidas no injetor do
cromatografo e os compostos foram separados nas colunas capilares (caracteristicas:

49



do dos itui imicos do f onio sexual de lagdes de A pha fraterculus (Diptera:Tephritidae) e de seu fruto hospedeiro preferencial, Goiaba - Psidium
guajava (Myrtaceae).

primeira coluna — 30 m x 250 um ID x 0,25 pm - ZB-5MS (Phenomenex, CA, EUA).
Segunda coluna: 2 m x 100 um ID x 0,20 um RTX-50 (RESTEK, Bellefonte, PA, EUA)
contidas no primeiro e segundo fornos do instrumento. As zonas de aguecimento do
cromatografo foram programadas para operar nas seguintes condicdes: temperatura
do 1°forno: temperatura inicial de 40 °C, com velocidade de aquecimento de 5 °C/min
até atingir a temperatura de 190 °C; seguida de um aquecimento de 20 °C/min até
atingir a temperatura final de 320 °C; temperatura do 2° forno: temperatura inicial de
50 °C aumentando para 200 °C a uma velocidade de aquecimento de 5 °C/min,
seguido de um aquecimento 20 °C/min até a temperatura final de 330 °C; temperatura
do injetor (splitless) 220 °C; temperatura do detector (TOF): 220 °C. O géas de arraste

utilizado foi o hélio com fluxo de 1 mL/min e a energia de ionizacao de 70 eV.

Os dados obtidos foram registrados e armazenados em computador para
analises subsequentes. Os compostos presentes nos extratos foram identificados por
comparacao do padrado de fragmentacdo de seus espectros de massas, tempo de
retencdo e indice de retencdo com dados publicados previamente e solucdes de
padrdes sintéticos, obtidos comercialmente (Sigma-Aldrich, Brasil). Na auséncia de
padrdes sintéticos, as identificacfes foram realizadas por comparagado dos espectros
de massas dos compostos presentes nos extratos com os espectros disponiveis nas
bibliotecas do instrumento (NIST, Wiley/NBS) e em compilagBes disponiveis de
indices de retencdo. Os indices de retencédo (IR, indice de Kovats) dos compostos
identificados foram calculados através de co-inje¢cdo de uma solucao padrdo de n-
alcanos (C8-C22, Sigma-Aldrich, Brasil).

6.7 Uso de biopolimero para microencapsulamento.

Visando a realizacdo de testes de atragcdo dos insetos pelos compostos,
avaliando de maneira concomitante a durabilidade no tempo de dispersédo da amostra-
teste, foi utilizado em substituicho ao disco de papel de filtro, um biopolimero
produzido pelo grupo de pesquisa da Profa. Dra. Fabiane Caxico de Abreu (IQB-
UFAL) e cedido em colaboragéo, cuja finalidade era de funcionar como agente
microencapsulador dos compostos em teste, no intuito de conferir a capacidade de

retardar o tempo de dispersédo da mistura utilizada como atraente. Este biopolimero a
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base de quitosana (Figura 35), apresenta-se em microesferas, sob a forma de um pé

fino, nas quais ficam adsorvidos os extratos/compostos a serem testados.

Figura 35 - Unidade monomérica de quitosana.
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O objetivo destes bioensaios foi testar o uso da quitosana em particulas de
tamanho reduzido, como matriz biodegradavel ou ambientalmente in6cua, para
disperséo de voléateis, capazes de atuar de maneira adequada e eficaz como veiculos
para a aplicacdo generalizada de feromonios de insetos que podem ser imobilizados

sobre um substrato poroso revestido com uma membrana de pelicula de polimero.

Ressalta-se o fato de que a aplicacdo de compostos atraentes neste substrato
caracteriza uma inovacao tecnoldgica proposta pelo Laboratério de Ecologia Quimica
— IQB/UFAL, sob a coordenacao da Profa. Dra. Ruth Rufino, e encontra-se em registro
de patente no INPI (Registro: BR1020160038219).

6.8 Bioensaios comportamentais em condi¢cdes de laboratério

Os bioensaios comportamento de fémeas de A. fraterculus levaram em conta

as seguintes situacoes:

a) Avaliagéo da preferéncia de fémeas A. fraterculus aos extratos de frutos de

goiaba em diferentes estagios de maturagao;

b) Avaliacéo da influéncia da idade das fémeas na resposta para solucdes dos

compostos sintéticos;
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c) Avaliagdo da atratividade das solugbes dos compostos sintéticos para

fémeas de A. fraterculus;

d) Avaliacdo da influéncia da concentracdo dos compostos na atracdo de

fémeas de A. fraterculus;

e) Avaliagdo das respostas de fémeas as misturas das solu¢bes dos
COMpOostos;

f) Avaliacdo da efichcia do substrato de biopolimero utilizado frente as
respostas de fémeas virgens e acasaladas de A. fraterculus em bioensaios;

Afim de se avaliar a resposta comportamental e o tempo-resposta de fémeas
de A. fraterculus quando expostas as amostras-teste, foram realizados bioensaios
utilizando-se fémeas virgens e fémeas acasaladas de mesma populacdo e idade,

previamente identificadas no dorso com tinta atoxica inodora.

Os testes foram conduzidos em gaiolas de vidro (20 cm x 30 cm x 15 cm)
teladas, durante a fotofase, em sala com fotoperiodo controlado (14L:10D),
temperatura ambiente média de 25 °C + 2 °C e umidade relativa do ar média de 75%,
no horario compreendido entre 8:00h e 12:00h. Para cada repeticado foi utilizada uma
nova arena e 0s ensaios consistiram na deposicéo de 100 pL da formulacéo-teste em
um disco de papel de filtro com 2 cm de didmetro, sendo este mantido preso na parte
central superior da gaiola com o uso de arame e fita adesiva. Duas fémeas de mesma
populacdo foram introduzidas na gaiola, seguindo-se com a observacgédo, por 20

minutos, dos comportamentos exibidos.

Para fins de comparacao, outros ensaios foram também efetuados utilizando-
se um tratamento testemunha impregnado com 100 pL do extrato de goiaba obtido
previamente, e um tratamento controle, com a mesma quantidade de solvente hexano
(grau HPLC).

A resposta comportamental das fémeas constitui as duas variaveis observadas:
(1) Comportamento de busca: antenacdo, voos curtos e disputa entre fémeas a
aproximadamente < 1 cm da fonte de odor e, (2) toque na fonte de odor e permanéncia
por mais de 2 minutos. Na ocorréncia ou execucao pelo inseto, de cada um dos
comportamentos relativos as duas variaveis descritas foram atribuidos os seguintes
pesos de relevancia:
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v Aproximacao do inseto a fonte de odor — Peso 1

<

Pouso sobre a fonte de odor/substrato — Peso 2
v' Permanéncia sobre o substrato por tempo maior ou igual a 5 segundos

— Peso 3

Os bioensaios executados foram delineados de forma inteiramente
casualizada, com trés repeticbes por tratamento, levando-se em conta ainda, que
nenhum inseto ou grupo houvesse sido submetido ao teste mais de uma vez, sendo

avaliados os seguintes parametros:

a) Comparacédo entre a resposta de fémeas virgens e acasaladas para
extratos obtidos de frutos verdes e maduros. Neste experimento foram utilizados dois
tratamentos: 1: EFV (extrato de fruto de goiaba verde) e 2: EFM (extrato de fruto de

goiaba maduro).

b) Comparacdo entre a resposta de fémeas virgens e acasaladas para
solugdes de diferentes concentragdes dos compostos (a-copaeno, a-trans-cariofileno,
octanoato de etila, (R)-(+)-limoneno e (S)-(-)-limoneno), no qual foram utilizados trés
tratamentos (concentragdes): 1: Concentragédo de 0,1 uL/mL; 2: Concentragao de 1,0

pL/mL e 3: Concentracdo de 10,0 uL/mL.

c) Teste com as misturas dos compostos: neste experimento, seis solucdes
representando misturas dos compostos testados individualmente foram testadas,

perfazendo um total de seis tratamentos:

v' Mistura 1: 100 yL de cada solugdo hexanica dos compostos (R)-(+)-
limoneno, a-trans-cariofileno, a-copaeno, octanoato de etila) na
concentragéo 10 pL/mL);

v' Mistura 2: 100 yL de cada solugdo hexanica dos compostos (R)-(+)-
limoneno, a-trans-cariofileno, a-copaeno, octanoato de etila) na
concentragdo 1 pL/mL);

v' Mistura 3: 100 yL de cada solugdo hexanica dos compostos (R)-(+)-
limoneno, a-trans-cariofileno, a-copaeno, octanoato de etila) na

concentracéo 0,1 yL/mL);
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v' Mistura 4: 100 pyL de cada solugao hexanica dos compostos (S)-(-)-
limoneno, a-trans-cariofileno, a-copaeno, octanoato de etila) na
concentracdo 10 pyL/mL);

v' Mistura 5: 100 yL de cada solugdo hexénica dos compostos (S)-(-)-
limoneno, a-trans-cariofileno, a-copaeno, octanoato de etila) na
concentracéo 1 yL/mL), e;

v' Mistura 6: 100 yL de cada solugdo hexéanica dos compostos (S)-(-)-
limoneno, a-trans-cariofileno, a-copaeno, octanoato de etila) na

concentracéo 0,1 yL/mL).

Para a avaliacdo dos comportamentos dos insetos, utilizando-se o biopolimero
como substrato, as amostras a serem testadas foram preparadas no Laboratério de
Eletroquimica — IQB/UFAL, através de adsor¢cdo por contato durante 24 horas, a uma
temperatura de 25 °C, em diferentes concentracdes com 0,1 mg de microesferas
impregnadas com 0s seguintes compostos da mistura feromonal de A. fraterculus:
[(S)-limoneno (R)-limoneno]; octanoato de etila; a-copaeno e a-trans-cariofileno na
proporcdo de 1:1:1:1:1), em hexano e com a concentragdo de 1 pg/mL, 0.1 pg/mL,
0.01pg/mL.

Dos cinco compostos selecionados, quatro foram utilizados para compor cada
amostra-teste, a fim de se obter duas formulac6es contendo 4 compostos: a primeira
contendo (S)-limoneno; octanoato de etila; a-copaeno e a-trans-cariofileno e a

segunda contendo (R)-limoneno; octanoato de etila; a-copaeno e a-trans-cariofileno.

Baseando-se no volume da solucdo foram entdo geradas duas misturas

encapsuladas:

1) Com 10 pL de solucéo + 0.1 mg de biopolimero e
2) Com 100 pL de solucédo + 0.1 mg de biopolimero

Tanto as solugbes dos compostos individuais como as das misturas dos
compostos foram preparadas e posteriormente colocadas em um tubo eppendorf
fixado a parte superior da gaiola (Figura 36), sendo novamente empregados grupos
com 2 fémeas virgens com as mesmas caracteristicas das que foram empregadas no

teste descrito anteriormente.
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Figura 36 - Gaiola/arena empregada nos bioensaios de
laboratério

Eppendorf
com extrato a
ser testado

Foto: Nataly Aquino

6.9 Analises estatisticas

Os dados relativos aos compostos identificados nas analises quimicas de
seis amostras independentes, para cada populacdo de A. fraterculus, foram
analisadas estatisticamente. Em cada analise, a area percentual dos compostos
escolhidos foi calculada e submetida a transformacao logaritmica e as diferencas
encontradas na composicao quimica das amostras das populacdes brasileiras foram

analisadas pelo método de Andlise dos Componentes Principais (PCA)°.

Neste método, os dados originais representados pelo espaco dimensional K
(onde K é igual ao numero de variaveis) foram reduzidos para dois componentes
principais, PC1 e PC2. Amostras com perfis quimicos semelhantes formam um anico
grupo e separam-se daqueles que sdo diferentes e as Analises de Redundancia
(RDA) revelam os compostos que diferenciam as populacdes. O software CANOCO
4.5 (Biometrics Plant Research International, The Netherlands) foi utilizado para as

analises multivariadas dos dados por PCA e RDA.

Os dados dos bioensaios foram analisados primeiramente com a finalidade de

verificar 0s pressupostos paramétricos de normalidade e homogeneidade das

5 Este método tem por finalidade, a andlise dos dados usados visando a reducdo ou eliminacéo de sobreposicées
e a escolha das formas mais representativas de dados a partir de combinagdes lineares das variagdes originais.
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variancias dos residuos pelos testes de Lilliefors e Kolmogorov-Smirnov (p<0.05).

Uma vez atendidos, a ANOVA foi aplicada para verificacdo de significancia entre as
diferencas.
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7 RESULTADOS E DISCUSSAO

Parte -1

Identificacdo da composicdo quimica do feroménio sexual liberado por machos
de populagbes de A. fraterculus de diferentes localidades brasileiras, neste caso
oriundas de Piracicaba — SP e de Vacaria — RS, e caracterizacdo quimica das

populacoes.

7.1 Composicao quimica dos extratos de volateis liberados por
machos de A. fraterculus em chamamento e caracterizagéo
das populacdes estudadas.

Os extratos de machos em chamamento de A. fraterculus, oriundos das
populacdes de Coruripe-AL (AL), Bento Gongalves-RS (BEN), Pelotas-RS (PEL),
Piracicaba-SP (PIR), Sdo Joaquim-SC (SJ) e Vacaria-RS (VAC), foram submetidos a
andlises quimicas por Cromatografia Gasosa bidimensional acoplada a
Espectrometria de Massas (GCxGC-TOF-EM), sendo identificados 14 compostos
comuns as misturas emanadas pelos machos, com predominancia de terpenoides,
alcoois e aldeidos. A Tabela 2 descreve os compostos isolados e identificados (Figura
37 e Figura 38) nas amostras de cada uma das populacdes e suas respectivas

propor¢cdes em cada mistura.
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Figura 37 — Cromatogramas bidimensionais representativosdas analises dos
extratos do feroménio liberado por machos de A. fraterculus oriundos de
Alagoas (A) e Vacaria (B).

Tabela 2- Média percentual dos compostos volateis identificados por CG x CG/TOF-EM presentes
simultaneamente em extratos de machos de diferentes populacdes de A. fraterculus em chamamento.

Compostos IR - AL - BEN - PEL - PIR - SJ 7VAC

(X +E.P.X) (X +E.P.X) (X +E.P.X) (X +E.P.X) (X +E.P.X) (X +E.P.X)
1 p-Cimeno® 1022 12,19+4,00 1,50+1,02 3575+8,62 261 + 062 371+1,00 6,94+142
2 2-Etil-1-hexanol® 1029 Tr 16,39+ 6,58 0,34+0,12 2,10 + 0,69 0,75+0,23 3589 5,59
3 Limoneno? 1041 37,79+1,16 812+0,70 28,68+7,38 0,50 + 0,07 20,30+4,31 17,68+2,67
4 (2)-B-Ocimeno? 1050 — 1,18+0,81  4,71+2,06 13,18 + 0,63 516+3,67 Tr
5 Nonanal® 1107 169+0,68 9,74+1,09 1,90+035 247 + 0556 4,80+254 24,65+6,95
6 (2)-3-Nonen-1-0l** 1159 0,45+0,07  8,91+0,09 Tr 0,18 + 0,25 084+040 0,23%0,02
7 (E,2)-3,6-Nonadien-1-0l®* 1161 31,20+2,78 28,48+ 1,74 Tr 33,73 +£5,60 13,34+ 3,96 0,58 + 0,06
8 Decenal® 1210 065+0,38 2,98+062 555+093 1,18 + 0,08 256+1,11  6,65+1,27
9 (ZE)-a-Farneseno®* 1495 0,17 £ 0,06 0,73+0,38 139+0,24 1,74 * 0,28 321+1,74 0,26 = 0,05
10 Germacreno DP 1498 123+042 037+0,08 1,04+049 044 + 0,11 035+0,06 224+0,28
11 (E,E)-Suspensolideo?® 1506 7,62 +1,26 9,52+4,11 518+1,41 893 * 325 6,48+0,77 0,53 + 0,05
12 (E,E)-a-Farneseno®* 1512 2,81+0,20 7,39 £0,39 9,78+2,48 27,14+ 3,88 23,97%6,79 0,89 0,05
13 Anastrefina® 1617 185+046  082+0,08 1,65+021 1,98 + 0,49 293+1,12 0,59 +0,06
14 Epianastrefina* 1621 2,35%0,69 3,87+1,12 4,03+0,48 380 = 0,28 11,59+4,48 2,86 +0,23

2Compostos identificados por comparagédo com padrdes sintéticos.

b Compostos identificados por comparag&o com as bibliotecas NIST (National Institute of Standards and Technology) e Wiley/NBS registry.

0O indice do tempo de retengéo é calculado a partir dos tempos de retengdo em coluna capilar DB-5. y

*Compostos com atividade eletrofisiolégica identificados por GC-EAD de populagdes de Tucuman-Argentina (BRIZOVA et al., 2010, 2011, VANICKOVA et
al., 2010).

Tr < 0.1 % = Quantidade em traco, inferior a 0,1%

6 indice de Retengao.
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Figura 38 — Estruturas quimicas de compostos identificados em extratos de
- machos de A. fraterculus
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Fonte: Obtido e adaptado de The Pherobase - Database of Pheromones and Semiochemicals, disponivel em <www.pherobase.com> e
PubChem Open Chemistry Database, disponivel em <https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/10856363#section=Top>
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O composto a-copaeno (Figura 39) apesar de nao ter sido detectado nos
extratos de machos das populacdes investigadas neste estudo, tem sua presenca
relatada em varios estudos sobre semioquimicos de tefritideos, a exemplo de C.
capitata e A. obliqua, e em diversos frutos hospedeiros destas e de outras espécies
de moscas das frutas (GONCALVES, 2001; 2005; MALO et al, 2012; SANTOS, 2003).

Figura 39 - Estrutura quimica do a-Copaeno

Fonte: Obtido e adaptado de PubChem Open Chemistry Database, disponivel em
<https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/10856363#section=Top>

As guantidades totais dos volateis produzidos por machos de A. fraterculus
variaram entre as 6 populacdes (Figura 40). A producédo de volateis por machos de 2
populacdes originarias da regido Sul do Brasil (Bento Goncgalves e S&do Joaquim) foi

em média 2.4 vezes maior do que as dos machos das demais popula¢c@es avaliadas.

Figura 40 - Comparacao entre as areas de abundéancia dos
compostos volateis coincidentes presentes nas misturas
liberadas por machos de A. fraterculus em chamamento
nas populacdes estudadas.
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Observou-se que, embora houvesse semelhanca qualitativa entre o0s
compostos identificados nos extratos das populagbes estudadas, quantitativamente,
houve diferencas significativas nos extratos analisados, evidenciando assim, que 0s
insetos dessas populacdes, possivel ou certamente sofrem interferéncias, tais como
capacidade de sintese e/ou de liberacdo de determinado composto, que impactam na
composicdo de sua mistura feromonal. Ainda que os fatores determinantes dessas
interferéncias sejam desconhecidos para A. fraterculus, aspectos genéticos e
ambientais combinados, a exemplo da dieta dos insetos em sua fase larval, vém sendo
atribuidos como possiveis responsaveis em diversos trabalhos por diversos autores
(BRIZOVA et al, 2013).

Estes resultados demonstraram ainda que as popula¢cdes de Pelotas, Vacaria
e Alagoas formam grupos distintos, ao passo que as populacdes de Bento Gongalves,
Sao Joaquim e Piracicaba apresentam relativo grau de similaridade (Figura 41 e
Figura 42). Dentre todas as populacdes comparadas, as populacdes de Alagoas e
Pelotas sao as que mais diferem das demais. Outros estudos conduzidos por DIAS,
et al, (2016) apontam para individuos com total compatibilidade sexual baseados em

analises morfométricas realizadas

Figura 41 - Analise multivariada dos principais componentes do feromdnio
sexual dos machos de A. fraterculus das populagfes estudadas (AL 1-5,
BEN 1-5, PEL 1-5, PIR 1-5, SJ1-5, VAC 1-5). As populacGes de Alagoas,
Pelotas e Vacaria, compreendem de forma evidente grupos distintos. Ja as
populacfes de Piracicaba, S&o0 Joaquim e Bento Goncalves resultam num
grupo misto.
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Figura 42 — Padrao de dispersdo dos compostos identificados nos
feromoénios liberados por machos de A. fraterculus de populacdes
de Bento Gongalves, S&o Joaquim e Piracicaba das de Pelotas,
Vacaria e Alagoas. Enquanto a linha horizontal distingue as
populacbes de Alagoas, Vacaria, Piracicaba e Sdo Joaquim, das
populacfes de Bento Gongalves e Pelotas.

PEL

Diferengas na composi¢céo feromonal dos machos dentro do complexo A.
fraterculus também foram identificadas e publicadas por Lima et al. (2001) com base
em populagéo do sul do Brasil (Pelotas) mantida em laboratério e por Céaceres et al
(2009) com populacdes de laboratério, oriundas do Peru e da Argentina.

De acordo com a literatura, a composi¢cdo quimica de algumas misturas
feromonais de insetos podem ser influenciadas por, pelo menos trés fatores: genético,
ambiental e alimentar. O papel dos genes em promover variacbes na composicao de
misturas do feromoénio sexual de espécies muito proximas foi reportado para
mariposas (LOFSTEDT et al,1991; ROELOFS & ROONEY, 2003). O efeito do
ambiente na composi¢ao dos hidrocarbonetos cuticulares secretados por Drosophila
melanogaster e empregados como feromonio sexual foi evidenciado em populagdes
encontradas em altas e baixas altitudes (ROUAULT et al, 2004) e diferencas foram
reportadas para a composicao quimica dos hidrocarbonetos cuticulares de machos de
Drosophila serrata alimentados com trés dietas diferentes (arroz, levedura e milho)
(RUNDLE, 2005).
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Ainda que a existéncia de compatibilidade sexual entre machos e fémeas de
A. fraterculus provenientes de diferentes localidades do Sul do Brasil: Bento
Goncalves, Sado Joaquim, Pelotas e Vacaria tenha sido reportada por Dias (2012), faz-
se necessaria a realizacdo de estudos comportamentais com vistas a se avaliar a
atividade biol6gica das misturas de compostos liberadas por machos destas
populacdes, a fim de identificar quais compostos e/ou misturas funcionam como

atraentes ou repelentes para fémeas coespecificas e heteroespecificas.

Recentemente Milet-Pinheiro e colaboradores (2015) demonstraram que seis
compostos presentes nos extratos de machos de A. fraterculus eliciaram respostas
eletrofisioldgicas em fémeas desta espécie. Os compostos foram identificados como
sendo: a-pineno, limoneno, (Z)-3-nonen-1-ol, (E,Z)-3,6-nonadien-1-ol, (E,E)-a-
farneseno e (S,S)-(-)-epianastrefina.

Com base nestes resultados, € possivel especular que estes compostos
podem estar envolvidos na atracdo de fémeas das quatro popula¢des oriundas do Sul
do Brasil enquanto que a presenca de uma grande quantidade dos alcoois (3E,62)-
nonadien-1-ol, 2-etilhexan-1-ol e (3Z)-nonen-1-ol, como € o caso da populacdo de
Piracicaba pode ser responsavel pelo diferente grau de atracdo exibido pelas fémeas
das populagdes do Sul do Brasil e isto pode explicar o grau de compatibilidade sexual
reportado por Dias (2012) entre adultos de Piracicaba e Pelotas, Vacaria, Bento

Goncalves e Sao Joaquim.

Estudos realizados com A. obliqua demonstraram ainda a influéncia exercida
pelos compostos volateis presentes na dieta das fémeas, em relacédo a receptividade
e a liberacdo de ovos durante a oviposicao (MEDEIROS-SANTANA & ZUCOLOTO,
2016) e o quanto a exposicao de machos a compostos presentes no 6leo essencial
de gengibre afetaram a performance sexual de machos de tefritideos de varias
espécies, a exemplo de C. capitata, A. ludens, A. obliqua e A. serpentina (FLORES et
al, 2011).

Nas andlises quimicas conduzidas neste estudo foram consideradas as
semelhancas e diferencas encontradas entre as misturas feromonais liberadas por
machos de diferentes populagdes brasileiras de A. fraterculus, as quais podem ser
reguladas por diferentes genes que podem influenciar a maneira com qual as fémeas

destas populacdes respondem as misturas feromonais de machos homoespecificos e
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heteroespecificos. Entretanto, estudos comportamentais, eletrofisiolégicos e
genéticos precisam ser conduzidos para corroborar ou refutar esta hipétese.

Embora se verifique que alguns compostos sejam descritos como atraentes
de longa distancia, os quais geralmente estdo envolvidos nos encontros entre
parceiros, visando o acasalamento, outras substancias podem funcionar como
atraentes de curta distancia, e estas atuam como eliciadores de altera¢des fisiologicas
e regulando os comportamentos relacionados a reproducao do inseto. A funcéo destes
compostos como atraentes de curta distancia foi observada em moscas domésticas,
Musca domestica, na mosca tsé-tsé Glossina pallidipes (CARLSON et al, 1984) e em
D. melanogaster (FERVEUR, 1997; 2005; SUREAU & FERVEUR, 1999; VOSSHALL,
2008). Em estudo recente, para uma populacdo de A. fraterculus proveniente de
Tucuman - Argentina, observou-se que a composicao quimica dos hidrocarbonetos
cuticulares muda de acordo com o sexo e a idade de machos e fémeas (VANICKOVA
et al, 2012). Outro estudo de grande relevancia caracterizou o perfil quimico de
morfotipos do complexo A. fraterculus isolando e identificando 48 hidrocarbonetos
cuticulares diferentes, em machos e fémeas deste complexo (VANICKOVA et al,
2015).

No tocante as populacdes brasileiras de A. fraterculus até entdo estudadas,
também ndo ha estudos comportamentais conduzidos para elucidar qual, ou quais
funcdes os hidrocarbonetos cuticulares podem desempenhar no reconhecimento e
aceitacdo entre individuos de mesma populacédo e de populacdes diferentes de A.
fraterculus. A literatura (RYAN & RAND, 1993; ENDLER & HOUDE, 1995; SMADJA &
GANEM, 2002; HOHENLOHE & ARNOLD, 2010), descreve enfaticamente que o
reconhecimento de parceiros pode envolver, em muitos casos, a associacao de
estimulos visuais, auditivos e olfativos para o desencadeamento de respostas

comportamentais

Assim sendo, fatores ainda ndo analisados, como é o caso da influéncia dos
hidrocarbonetos cuticulares no comportamento reprodutivo de populagdes brasileiras
de A. fraterculus pertencentes a diferentes regibes geograficas, poderdo contribuir
futuramente com os resultados descritos neste estudo, com vistas a refinar ou
potencializar a seletividade de misturas atraentes empregadas no controle desta

mosca.
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Parte - 2

Emprego de formulagbes elaboradas com os compostos identificados e
avaliacdo da sua eficacia quando microencapsuladas em substrato biopolimero no

eliciamento de respostas de fémeas.

7.2 Bioensaios em condi¢cfes de laboratério

Os bioensaios em condi¢Bes de laboratério demonstraram que o padrao
comportamental das fémeas quando testadas frente aos extratos de frutos, apresenta

tendéncia a responder positivamente em relacédo a fonte de odor conforme ja descrito
no item 6.8.

7.2.1 Avaliacdo da preferéncia de fémeas de A. fraterculus
por extratos de frutos de goiaba em dois estagios de
maturacao

Este ensaio avaliou se as fémeas de A. fraterculus exibiam comportamento

preferencial quando submetidas a extratos obtidos a partir de frutos em diferentes
estagios de maturacdo — Extrato de frutos verdes (EFV) / Extratos de frutos maduros
(EFM). Os dados obtidos indicam que fémeas virgens e acasaladas de A. fraterculus
tém preferéncia pela composicéo de volateis presentes nos extratos de frutos verdes
guando comparados aos extratos dos frutos maduros, com significativa diferenca
estatistica entre os resultados (p<0.05) (Figura 44 e Figura 43)

Figura 44 - Resposta de fémeas virgens Figura 43 - Resposta de fémeas
de A. fraterculus para extrato do fruto acasaladas de A. fraterculus para extrato
em diferentes estagios de maturacgéao.t do fruto em diferentes estagios de
(p<0.05). maturacdao.t (p<0.05).
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Segundo Macku & Jennings (1987) apud (OLIVEIRA, 2010), a composicao e
a concentracdo dos volateis variam de acordo com o estagio fenolégico em que os
frutos se encontram, prevalecendo em cada fase de maturacdo destes, diferentes
tipos de substancias. Estes mesmos autores afirmam, ainda, que os frutos verdes
apresentam maiores concentracdes de &lcoois e aldeidos de cadeia curta, enquanto

que nos maduros tém-se maiores concentracdes de ésteres.

De acordo com Santos (2003), os extratos de goiaba obtidos por
microdestilacdo utilizando fragmentos de frutos, identificados por CG-EM,
apresentaram em sua constituicdo alcoois, cetonas, alguns aldeidos, hidrocarbonetos,
compostos sulfurados e principalmente ésteres, destacando-se nos frutos verdes, 0s
terpenos e nos maduros, os ésteres alifaticos. Ainda nesse estudo, foi verificado que
a resposta desses insetos aos compostos torna-se mais efetiva quando os mesmos
se apresentam com estruturas menos complexas, o que ocorre nos frutos no estagio

de maturagdo menos avangado.

Em estudos realizados por Oliveira (2010), os extratos etandlicos de maca
madura, assim como laranja madura e verde desencadearam nas fémeas de A.
fraterculus respostas, sem diferenca significativa entre si. Ainda, conforme este autor,
fémeas em idade pré-reprodutiva e reprodutiva responderam de forma semelhante

aos extratos de maca e laranja utilizados em seus testes.

7.2.2 Como a idade das fémeas influencia na resposta para

solucdes dos compostos sintéticos?

Fémeas virgens e acasaladas de A. fraterculus de diferentes idades quando
submetidas distintamente aos testes com solucfes de compostos sintéticos
responderam positivamente a todas as solu¢cdes dos compostos testados, em
comparacao ao tratamento com hexano.

Para as fémeas virgens, diferencas significativas foram encontradas nas
respostas para as solugdes testadas exceto com o a-trans-cariofileno. As solugdes
dos compostos octanoato de etila, (R)-(+)-limoneno, a-copaeno, (S)-(-)-limoneno ndo
apresentaram diferencgas estatisticas significativas quando avaliadas as respostas dos

insetos com idades entre 12 e 15 dias, porém eliciaram respostas diferindo
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estatisticamente da idade de 9 dias, para as solu¢gbes dos compostos em questao

conforme a Figura 45.

Figura 45 - Resposta de fémeas virgens de A. fraterculus de diferentes idades

para as solucdes dos compostos sintéticos.
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Para as fémeas acasaladas, houve diferencas significativas nas respostas,
quando estas foram expostas as solu¢gdes dos compostos a-trans-cariofileno, (R)-(+)-
limoneno e octanoato de etila. Para as solugbes dos compostos a-trans-cariofileno e
(R)-(+)-limoneno, ndo houve diferenca significativa entre as idades de 12 e 15 dias.
Para a solugdo do composto octanoato de etila ndo houve diferencga significativa nas
respostas entre os insetos cujas idades eram de 9 e 12 dias. As solugdes dos
compostos a-copaeno e (S)-(-)-limoneno ndo eliciaram respostas com diferenga

estatistica significativa com relacdo as idades das fémeas (Figura 46).
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Figura 46 — Resposta de fémeas acasaladas de A. fraterculus de
diferentes idades para as solu¢cdes dos compostos sintéticos.
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As respostas positivas relativas a atracao das fémeas avaliadas, frente aos
compostos testados estdo de acordo com o observado por MILET-PINHEIRO e
colaboradores (2015) que verificaram a atratividade de compostos, individualmente,
dentre os quais o limoneno, para essa mesma espécie de mosca. Em experimentos
realizados em tunel-de-vento, fémeas de Bactrocera dorsalis com até oito dias de
idade foram mais atraidas do que as de 11 dias, para volateis de mamao maduro em
relacdo aos de outros estagios de amadurecimento (JANG & LIGHT, 1991). Machos
de B. carambolae, com cinco dias de idade, em tunel-de-vento, ndo responderam ao
metil eugenol, substancia atraente para algumas espécies de moscas-das-frutas

(WEE & TAN, 2005). Segundo esses autores, as respostas de atratividade iniciam a
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partir do décimo dia e aumentam significativamente com o avanc¢o da idade, sendo
assim, podemos afirmar que os resultados obtidos foram satisfatorios, visto que a
resposta apresentada pelos insetos se tornou mais pronunciada aos 15 dias de idade,

motivo pelo qual se optou para comparacdo entre os demais tratamentos deste
estudo.

7.2.3 Atratividade das solucdes dos compostos sintéticos
para fémeas de A. fraterculus
Os resultados demonstraram que, com excegao da solugdo do composto a-
trans-cariofileno, todos os compostos foram capazes de atrair fémeas virgens de A.
fraterculus de forma semelhante ao que se observa para extrato do fruto verde
(p<0.05), conforme Figura 47.

Figura 47 — Resposta de fémeas virgens de A. fraterculus
para as solu¢cfes dos compostos sintéticos e extrato do
fruto verde.
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*ATC: a-trans-cariofileno, OE: Octanoato de etila, AC: a-copaeno, (R)-(+)-LIM: (R)-
(+)-limoneno; (S)-(-)-LIM: (S)-(-)-limoneno e EFV: Extrato do fruto verde. (p<0.05).

A avaliacdo das respostas de fémeas acasaladas revelou que estas também
foram atraidas para o extrato do fruto verde, porém sem que houvesse significancia
(p<0.05) em comparacdo com as a respostas para cada uma das solucbes dos
compostos sintéticos testados (Figura 48).
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Figura 48 — Resposta de fémeas acasaladas de A. fraterculus para
as solucbes dos compostos sintéticos e extrato do fruto verde.
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*ATC: a-trans-cariofileno, OE: Octanoato de etila, AC: a-copaeno, (R)-(+)-LIM: (R)-(+)-limoneno;
(S)-(-)-LIM: (S)-(-)-limoneno e EFV: Extrato do fruto verde. Letras minisculas diferentes indicam
diferenca estatistica significativa pelo teste de Tukey Post-Hoc HSD (p<0.05).

7.2.4 Influéncia da concentracao dos compostos na atracao

de fémeas de A. fraterculus
Os dados da Tabela 3 e da Tabela 4 demonstram que fémeas virgens e
acasaladas de A. fraterculus em idades de 9, 12 e 15 dias, responderam para todas
as concentracbes das solucbes dos compostos sintéticos testados
independentemente da idade. Apesar disso, foi possivel verificar diferencas
significativas para solucbes contendo menores concentracdes dos compostos

testados com melhor resposta para as concentracdes de 0,1 uL/mL e 1,0 pL/mL.

Tabela 3- Resposta de atracdo de fémeas virgens de A. fraterculus em diferentes
idades para as solu¢des dos compostos sintéticos em diferentes concentracdes e
quando comparados ao tratamento com hexano.

CONCENTRACOES (uL/mL) - (Média de respostas dos insetos *E.P.)’

COMPOSTOS”™ 0,1 1,0 10,0
ATC-9 8,17 + 1,47° 14,83 + 0,95¢ 2,3+1,05°
ATC -12 13,67 £0,84° 17,83  1,07° 2,830,312
ATC - 15 13,00 + 1,03¢ 0,67 + 0,332 3,83+0,31°

OE-9 24,17 + 1,49 4,50 + 0,342 3,50 0,222
OE - 12 1,17 £ 0,482 5,33 +0,33" 0,83+ 0,317
OE - 15 5,33 +0,33" 4,67 +0,42° 2,83 +0,40°
AC-9 0,67 + 0,212 4,00 +0,51° 0,33+0,21°
AC -12 1,17 + 0,40 2,00 +0,51° 0,17 +0,17°
AC - 15 1,33+0,212 4,33 +0.55" 0,50 + 0,222

(R)-(+)-LIM=9 6,17 £ 0,60" 5,50 + 0,56° 1,17 0,172

(R)-(+)-LIM — 12 3,17 +0,83° 2,83+ 0,40 0,50 + 0,222

(R)-(+)-LIM — 15 1,00 £ 0,262 5,83+ 0,74° 0,33+0,21°

(S)-(-)-LIM -9 2,17 +0,34? 2,12 + 0.40° 2,00 + 0,4

(S)-(-)-LIM — 12 3,18 +0.21° 2,70 + 0.34° 1,00 £ 0.232

(S)-(-)-LIM — 15 4,20 +0.33° 3,11 +0.42b 0,23 +0.022

ATC: a-trans-cariofileno; OE: Octanoato de etila; AC: a-copaeno; (R)-(+)-LIM: (R)-(+)-limoneno; (S)-(-)-LIM: (S)-(-)-limoneno.
9,12,15: idade das fémeas (dias).
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Tabela 4 - Resposta de atracdo de fémeas acasaladas de A. fraterculus para as
solucdes dos compostos sintéticos em diferentes concentracdes e quando
comparados ao tratamento com hexano.

CONCENTRAGOES (uL/mL) - (Média de respostas dos insetos +E.P.)"

COMPOSTOS** 0,1 1,0 10,0
ATC-9 5,83 +0,28° 2,17 +£0,10° 4,67 +0,56"
ATC-12 4,17 +0,90° 3,90 0,732 4,83 +1,04°
ATC - 15 3,00+0,18° 1,17 £ 0,10° 2,67 +0,56"
OE-9 2,90 0,3 4,93 0,872 3,50 + 0,48°

OE - 12 1,50 * 0,662 2,22 40,622 3,93 +1,29°

OE - 15 5,00 0,732 5,17 + 0,642 4,83 + 0,382
AC-9 3,00+ 0,732 2,33+0,922 3,67 +1,38°

AC -12 3,33+0,76° 3,17 + 0,59° 4,50 +1,11°

AC - 15 3,00+0,18° 2,60+0,19° 1,50 0,322
(R)-(+)-LIM =9 2,00 + 0,367 2,00 + 0,367 4,33+0,85
(R)-(+)-LIM = 12 5,10 +0,73° 4,23 +0,96° 4,20 + 0,682
(R)-(+)-LIM — 15 4,33 +0,69" 3,33+0,21% 2,33+0,21°
(S)-(9)-LIM-9 1,83 £0,38° 7,67 +0,56° 3,27 +0,09°
(S)-(-)-LIM — 12 2,20 +0,06° 1,50 +0,18° 3,23 +0,15°
(S)-(-)-LIM — 15 4,83 +1,70° 5,67 + 0,942 8,17 + 0,82°

ATC: a-trans-cariofileno; OE: Octanoato de etila; AC: a-copaeno; (R)-(+)-LIM: (R)-(+)-limoneno; (S)-(-)-LIM: (S)-(-)-limoneno.
9,12,15: idade das fémeas (dias).

Na andlise dos resultados referentes as respostas observadas em fémeas
virgens e também entre as acasaladas, nota-se que estas quando expostas as
solugdes de a-trans-cariofileno e octanoato de etila nas concentragdes de 0,1 e 1,0
ML/mL expressaram as maiores médias de respostas frente a quaisquer outros
compostos, e em relacdo a concentracdo de 10,0 pL/mL, demonstrando ser estes
compostos nas menores concentragdes, 0s potencialmente mais eficazes para a
atracdo dessas fémeas, principalmente as virgens. Quanto as fémeas acasaladas,
aguelas com 15 dias de idade manifestaram a melhor média de respostas quando
submetidas ao ensaio com o isdbmero S do limoneno mostrou ser o composto mais

eficaz.

Estudos baseados em ensaios comportamentais, mostraram que fémeas de
A. suspensa imaturas e maduras foram atraidas pela amonia frente a duas
substancias atraentes (amodnia e dioxido de carbono) (KENDRA et al, 2005). Os
autores também observaram que a elevacdo da concentracdo de amonia tornou o
composto menos atraente, podendo o mesmo ter efeito de repeléncia para as moscas.
Esse estudo corrobora os resultados obtidos para a escolha das menores
concentracdes das solugbes dos compostos sintéticos testados, independentemente

do status da fémea, podendo ser explicada pelo fato de que, em altas concentracoes,
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as sensilas olfativas dos insetos tornam-se totalmente saturadas pelo composto,
tornando o composto menos atrativo quando sua concentracdo € aumentada
(GULLAN & CRANSTON, 1996).

Em 2011, Niogret e colaboradores conduziram relevante estudo no qual
avaliaram a composi¢ao dos constituintes volateis de cascas de arvores de Abacate -
Persea americana Nill (Lauraceae), Lichia — Litchi chinensis Sonn (Salpindaceae) e
de Ficus — Ficus benjamina L. (Moraceae), e identificaram o a-copaeno e o [3-
cariofileno como os dois componentes mais abundantes, de um total de treze, na
mistura dos constituintes volateis presentes nas amostras obtidas. Os autores
realizaram em seguida testes em eletroantendgrafo e constataram intensa atividade
eletrofisiolégica provocada pelo a-copaeno em machos estéreis de C. capitata,

espécie de mosca-das-frutas considerada a mais polifaga entre os tefritideos.

7.2.5 Avaliacdo das respostas de fémeas as misturas das
solucdes dos compostos

Apds serem avaliadas as respostas das fémeas quando submetidas aos

compostos isolados, procedeu-se a realizacdo dos bioensaios aplicando-se como

tratamentos misturas dos compostos ora avaliados isoladamente.

Os resultados dispostos nas Tabela 5 e Tabela 6 demonstram que fémeas
virgens e acasaladas de A. fraterculus responderam para todas as misturas das

solucBes dos compostos sintéticos testados.

Tabela 5 - Respostas de fémeas virgens de A. fraterculus para as misturas
das solugdes dos compostos sintéticos.

MISTURAS DAS SOLUGCOES DOS COMPOSTOS (MédiatE.P.)’
IDADE
M, M2 Ms Ma Ms Ms
9 dias 1,70+0,56% | 1,00+0,36% | 1,50+0,32%| [6,33£1,70¢ | 5,33+0,21"°| 5,00 + 1,32
12 dias 1,50+0,18% 1,33+0,217 1,83+0,28% | 4,50£0,63 | 2,67+0,21* | 567 £1,07°
15 dias 2,17+0,46° 1,67+0,21% | 4,50£0,66% | 3,07 +1,19%| 4,07+0,77% | [7,50£0,48%

*Letras diferentes em uma mesma linha indicam diferenca estatistica significativa pelo teste de Tukey Post-Hoc HSD

(n<0.05).
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Tabela 6 - Respostas de fémeas acasaladas de A. fraterculus para as
misturas das solu¢cdes dos compostos sintéticos.

MISTURAS DAS SOLUGOES DOS COMPOSTOS (MédiatE.P.)"
IDADE
My M, Ms My Ms Me
9 dias 1,83+0,38* | 2,07+0,47* | 3,83+1,32% | @4,50%0,84°% 2,17+0,10° 3,37+0,372
12 dias 1,67+0,42° 1,33+0,10* | 1,67+0,21* | 3,00+0,63* | 3,83+0,10® | [5,00£1,69°
15 dias 0,33x0,21% | 1,67+0,21 | 2,83+0,45° | 1,00:0,36% | #4;33%0,21¢ 1,83+0,15"

*Letras diferentes em uma mesma linha indicam diferencga estatistica significativa pelo teste de Tukey Post-Hoc HSD (p<0.05).

No entanto, essas fémeas apresentaram melhores respostas para as misturas
de menor concentragdo dos quatro compostos ((S)-(-)-limoneno, a-trans-cariofileno,
a-copaeno e octanoato de etila) que haviam sido encontrados nos extratos de goiaba
(Figura 49 e Figura 50).

Figura 49 - Resposta de fémeas Figura 50 - Resposta de fémeas
virgens de A. fraterculus de diferentes  acasaladas de A. fraterculus de
idades para a mistura M6 ((S)-(-)- diferentes idades paraa mistura M6 ((S)-
limoneno, a-trans-cariofileno, a- (-)-limoneno, a-trans-cariofileno, «a-
copaeno, octanoato de etila) na copaeno, octanoato de etila) na
concentragao 0,1 pL/mL). concentracao 0,1 uL/mL).
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Ao avaliar a seletividade das antenas de fémeas e machos de A. fraterculus
Oliveira (2010), demonstrou que tanto em estagio pré-reprodutivo quanto pos-
reprodutivo machos e fémeas responderam aos compostos (E)-3-hexen-1-ol, 3-
butirato de etila, acetato de hexila, hexanoato de etila, (Z2)-3-butirato de hexila,
octanoato de etila isolados ou em mistura. Em bioensaios conduzidos em tunel-de-
vento, fémeas de A. ludens apresentaram as melhores respostas para os extratos de
goiaba (CRUZ-LOPEZ et al., 2005). Esses resultados corroboram os obtidos no
presente estudo, uma vez que as fémeas de A. fraterculus responderam as solugdes
dos compostos sintéticos e também ao extrato do fruto, o qual contém as mesmas

substancias, tratando-se, no entanto, de uma mistura.
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De acordo com Oliveira (2010), em ensaios de eletroantenografia realizados
com adultos de A. fraterculus as melhores respostas eletrofisiolégicas foram obtidas
guando as substancias (E)-3-hexen-1-ol e (Z2)-3-butirato de hexila fizeram parte da
mistura desses compostos, em comparacdo com 0s compostos isolados. O mesmo
ainda concluiu que todas as misturas usadas nos testes apresentaram as maiores
respostas, comprovando com isso um efeito aditivo das combinag¢des usadas, sendo
o tipo de mistura e a proporc¢ao, fatores que contribuem para a obtencéo das melhores

respostas por parte dos insetos.

Cruz-Lopez et al (2006), constataram em campo e em tunel-de-vento, que
machos e fémeas de A. obliqua foram mais atraidos por uma mistura de nove
compostos encontrados no extrato de caja, Spondias mombin L. (Anacardiaceae), do
gue para proteina hidrolisada e agua utilizados no experimento. De maneira analoga,
Malo et al (2012) relataram também para A. obliqua a ocorréncia de maior atracéo de
machos e fémeas por uma mistura de trés compostos sintéticos (mirceno, a-pineno, e
trans-B-ocimeno), em mesma proporgcdo a encontrada em extratos de manga, frente
ao proprio extrato do fruto. O mesmo estudo evidenciou que quando a mistura dos
mesmos trés compostos em propor¢ao de 1:1:1 é utilizada, frente ao extrato dos frutos
de goiaba, os insetos ndo apresentaram preferéncia significativa pela mistura ou pelo
extrato, demonstrando desta forma que os compostos sintéticos empregados eram
capazes de eliciar comportamentos em niveis semelhantes provocados pelos extratos

dos frutos.

A exposicdo a volateis da goiaba aumentou o sucesso dos machos no
acasalamento e afetou positivamente o comportamento e a performance de
chamamento, além da liberacéo de feromdnio durante ensaios de com populacdes de
A. fraterculus de laboratério e machos selvagens. Mudancas no comportamento dos
machos de A. fraterculus parecem ser particularmente importantes durante a fase
inicial do periodo de atividade sexual, quando a maioria dos pares de acasalamento
séo formados. Exposi¢cdo de machos de laboratorio a certos compostos ou grupos de
compostos volateis de identificados em goiabas podem melhorar o sucesso do
acasalamento (BACHMANN et al, 2015)
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7.2.6 Respostas de fémeas de A. fraterculus em bioensaios
utilizando biopolimero como substrato

A avaliacdo de um substrato que possa promover maior tempo de dispersao

dos compostos definidos como bons atraentes consiste em aspecto relevante na

busca de uma isca eficaz e que justifique seu custo beneficio ao agricultor, visto que

por mais que possa ser atrativa ao inseto alvo, uma formulagao que tenha meia-vida

reduzida quando colocada nas armadilhas, demandard uma dispendiosa e

inconveniente necessidade de reposicao dessas iscas.

Inicialmente foram avaliadas as respostas decorrentes da exposicdo das
fémeas a solucdes dos compostos isolados em substrato de biopolimero. Os
resultados obtidos a partir destes bioensaios revelaram efetiva atracdo das fémeas
pelo a-copaeno, com expressiva diferenca significativa entre os demais compostos
sintéticos, mas diferindo estatisticamente do extrato dos frutos de goiaba em estagio
verde (Figura 51), cuja capacidade de eliciar respostas nas fémeas ja foi evidenciada

em testes ja descritos neste trabalho.

Figura 51- Respostas de atratividade, para fémeas de A. fraterculus,
de compostos microencapsulados em biopolimero: (S)-(-)-
l[imoneno, (R)-(+)-limoneno, Octanoato de etila, a-copaeno, a-trans-
cariofileno e extratos de frutos verdes e maduros
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Tratamentos

Ja quando foram empregadas as misturas sintéticas formuladas com base na
identificacdo dos compostos que compdem as misturas do que é liberado pelos frutos
de goiaba, o hospedeiro preferencial de A. fraterculus, estas responderam a todas as
concentracOes testadas das misturas de compostos microencapsulados, destacando-
se enfaticamente a resposta a mistura 10-M2-0,1 [(R)-(+)-limoneno; octanoato de etila;

a-copaeno e a-trans-cariofileno] (Figura 52). Aléem disso, diferencas significativas
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(p<0.05) também foram encontradas, para a solugédo da mistura M1 [(S)-(-)--limoneno;
octanoato de etila; a-copaeno e a-trans-cariofileno] quando 10uL da mistura foram
impregnados em 0.1mg de biopolimero, resultando em uma formulagdo com
concentracdo de 0.1ug/mL, a qual ndo diferiu, em resposta da formulacdo com
concentracéo de 0.01pg/mL.
Figura 52- Resposta comportamental de fémeas de A. fraterculus
expostas a misturas: M1- (S)-limoneno; octanoato de etila; a-copaeno e

a-trans-cariofileno e M2- (R)-limoneno; octanoato de etila; a-copaeno e
a-trans-cariofileno.
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A utilizacao de biopolimero neste estudo estd em consonancia com WELLS &
SINCLAIR (1973) apud NANDAGOPAL et al (2015) os quais propuseram pela primeira
vez a utilizacdo de polimeros de acido lactico e glicélico degradaveis como matrizes
para a liberacdo sustentada de substancias bioativas, em face aos potenciais
beneficios de sua utilizacdo. Outras vantagens dos polimeros para esta finalidade séo
ainda consideradas, e dentre elas estd a caracteristica da matriz polimérica ser

biodegradavel, ndo ocasionando portanto o acimulo de residuos no ambiente.

Os resultados obtidos neste ensaio corroboram ainda com os obtidos por
NIOGRET et al. (2011) em relagdo aos compostos identificados nas amostras de
abacate, lichia, e ficus, bem como as respostas de machos de C. capitata frente aos

extratos.

Devido & alta volatilidade destes compostos, 0 substrato de liberacdo dos
mesmos deve possibilitar seu uso por periodos prolongados em condi¢des de campo.
Neste sentido, a microencapsulacdo em biopolimero protege os compostos das

condicdbes ambientais (JANSSON-CHARRIER, 1996). Assim, a formulacdo
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microencapsulada dos compostos identificados nos frutos hospedeiros,
potencialmente possibilitard seu uso em campo, sob a forma de iscas olfativas
contidas em armadilhas atraentes para a praga, de modo que se possa observar a
dispersdo dos compostos por um tempo mais prolongado e promovendo 0 seu

controle de maneira efetiva e ecologica.

Os resultados sinalizam para a utilizagdo promissora dessas misturas como
iscas atraentes para uso nos pomares. As misturas sintéticas atrairam mais fémeas
gue o tratamento controle (hexano) e demonstram ser potencialmente mais efetivas

na captura de fémeas do que o extrato de aeragao dos frutos de goiaba verdes.

Estudos complementares ainda deveréo ser realizados, com a finalidade de
se avaliar o grau de eficacia do uso do biopolimero em campo, para posterior
padronizacdo e comercializacdo do mesmo, como componente de iscas a serem
empregadas no monitoramento das culturas e o respectivo controle da infestagéao por

moscas-das-frutas em pomares.
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CLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho demonstram que ha diferencas
significativas na composi¢cdo quimica do feroménio sexual liberados por
machos das diferentes populacbes de A. fraterculus estudadas,
caracterizando e corroborando desta forma evidéncias de isolamento
reprodutivo e de especiacdo entre individuos de diferentes morfotipos, de
regides distintas;

Determinados compostos identificados nos extratos de frutos de goiaba
eliciaram atividades comportamentais em fémeas, uma vez que as fémeas
desta espécie se mostraram atraidas por compostos que também foram
identificados compondo a mistura liberada por machos em chamamento e
qgue foram utilizados de forma individualizada ou integrando misturas com

proporcdes definidas.

Compostos como o (R)-(+)-limoneno, octanoato de etila e principalmente a-
copaeno, quando utilizados individualmente, mostraram-se capazes de atrair
de forma significativa fémeas de A. fraterculus. Estes mesmos trés
compostos adicionados do a-trans-cariofileno, integrando uma mistura com
concentracdo de 10uL da mistura em substrato biopolimérico retratam o
potencial de atracdo desta mistura, ainda que sejam utilizadas pequenas

concentracdes dos compostos.

Os resultados obtidos nos ensaios com substrato de biopolimero evidenciam
perspectivas promissoras para utilizacdo desta matriz na formulacdo de

iscas atraentes para os insetos estudados.

Novas etapas em estudos futuros devem ser desenvolvidas, a exemplo dos
ensaios em semi-condi¢cdes de campo e de campo, bem como a avaliagao
da disperséo residual temporal dos compostos no biopolimero, para estimar
a vida util das iscas no ambiente, completando-se desta forma todas as

etapas necessarias a caracterizacdo de formulagbes com potencial de
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producéo e oferta aos mercados produtores de frutas que séo atacadas por

moscas da espécie aqui estudada.
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8 PERSPECTIVAS

i. A pesquisa voltada a identificacdo de formulacdes viaveis e eficazes para o
emprego nas culturas, como explicitado anteriormente, baseia-se na
identificacdo de compostos que apresentem atividade de estimulo sensorial para
0S insetos e a caracterizacado da mistura que possivelmente compora iscas que
deverdo ser empregadas nos testes de laboratorio e por fim, nos pomares nos

quais se pretende realizar o monitoramento ou controle da praga em quest&o.

ii. A prospeccdo de produtos que sejam eficazes e seguros, destinados ao
emprego na agricultura, fundamenta o interesse de diversos grupos de pesquisa
por todo 0 mundo para essa questao, e 0 que se espera é que o emprego de
produtos de carater seletivo, quanto a atracao de insetos-praga, possa refletir na
reducdo e otimizacdo dos custos para o controle de moscas-das-frutas, e
principalmente na garantia da qualidade dos frutos que se pretende

comercializar.

iii. Portanto, levando-se em conta a realizacao de todas as etapas que usualmente
estdo relacionadas a pesquisa de semioquimicos com o intuito de se obter
misturas atraentes aos insetos, a pesquisa de semioquimicos destinados ao
controle de pragas deve seguir um roteiro que abranja a correta identificacdo das
espécies de interesse, dos compostos que supostamente estejam atuando na
comunicacao entre esses insetos e por fim, também a formulacdo de iscas para

0 emprego destas nas lavouras.
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10 APENDICES

10.1 APENDICE - A: Fichas descritivas dos compostos sintéticos adquiridos e
utilizados na obtencdo de extratos e formulacdo de solucbes para
isolamento e identificacdo de volateis e para a realizacdo de bioensaios.

486728 ALDRICH at TR = =
Hexane-1-°C (-)-trans-Caryophyllene

o 13, analytical standard
99 atom % "~C Synonym: B-Caryophy . trans-{1R,85)-8 y 4,11,11-tri ylbicyclo[7.2.0]u

% 5DS
o o: ]

CAS Number 27581-27-7  Linear Formula CHg{CthwCHs Molecular Weight 8717 MDY
PubChem Substance ID 24872198

CAS Number 87-44-5 Empirical Formula {Hill Notation) Cq5Hy Molecular Weigh

Beilstein Registry Number 2044564 EC Number 201-T46-1 MDL number MFCC
PubChem Substance ID 3297665005

N i _ Compra Documentacio & Seguranca  Artigos e Protocolos |
Compra Documentacdo & Seguranca  Arigos Revisados por Colega

Propriedades
Propriedades |
Related Categories A - D, A-F, A-L, Additional Standards, All Alphabetically
Related Categories Alphabetical Listings, G-H, Stable Isciopes Mais... r ?:"gd’
Mais.
nChl Key VLKZOEOYAKHREP-OUETZVSY SA-N § "
grade analytical standard
{sotopic: purity 99 atom % ¢ InChi Key NPNUFJAVOOONJE-GFUGXAQUSA-N
EEEET 99% (CP) assay 298.5% (sum of enantiomers, GC)
refractive index n2VD 1.375(lit.) form neat
bo 89 “Cylit) optical activity [a]20/D -10£1°, neat
mp -85 °C{lit.) shelf life limited shelf life, expiry date on the label
T 0.667 gimL at 26 °C application(s) HPLC: suitable
i e gas chromatography (GC): suitable
mass s |+
bp 262-264 "C{lit.)
Show Fewvier Properties »
density 0.902 gimL at 20 "C{lit.)
S |
(S)o(). SIGMA-ALDRICH
= -
(S)-(=)-Limonene
a5, 3050 Spruce Street
Synonym: (-)-p-Menthz-1.8-diene, (-}-Carvene, [5)-4-lsopropenyl-1-methyl cyclohexens w

m SIMILAR PRODUCTS Outsi

CAS Number 5388-534-8 = Empirical Formula (Hill Motation) CqgHyg = Molecular Weight 134

Beilstein Registry Mumber 2323351 EC Mumber Z27-315-6 MOL number MFCOO0001: PrOduc" SPECIﬁcatlon
Product Name:
PubChem Substance ID 2425306367 Ethyl octanoate - =98%, FCC, FG
EPOPULAR DOCUMENTS: SPECIFICATION SHEET (PDF) | FTNMR (PDF;
) IRL3L (AL Product Numbaer: W244902
CAS Number: 106-32-1 CHCHCH O
MDL: MFCDO00009552
Formula: C10H2002
Compra Documentacio & Seguranca  Artigos e Profocolos o Formula Weight: 172.26 g/mol
TEST Specification
Propriedades
Appearance (Color) Colorlass
Related Categories Alkenes, Asymmetric Synthesis, Cell Biclogy, Chamical Appearance (Form) Liquid
Synthesis, Chirsl Building Blocks, Refractive index at 20 * C 1.416 - 1.420
Misis.. Infrared spectrum Conforms 1o Structure
§ . Purity {GC) > 980 %
vapar density 4.7 (vs air) Specific Gravity 0.863 - 0.867
vapor pressure =3 mmHg { 14.4 °C) AL 25C
Salubility (Turbidity) Clear
1 mmHg [ 20 °C) Salubility {Calar) Colorless
1mlaml 70% Ethanol
nChl Key AMGOYMWWDOXHIM-SNVEBAGLE SA-N Acid Value < 10m
assay 96% Arsenic (As) = 3 ppm
Cadmium (Cd) < 1 ppm
optical activity [o]19/D -54%, ¢ = 10 in ethanol Mercury (Hg) 1 opm
expl, lim. 6.1% Lesd (PR} = 10 ppm
Expiration Date Peried ~ eeee———
refractive index n20VD 1.471{lit.} 5 Years
bp ATSATT "Cilit.) PRO.1.205
density 0.844 gimL at 25 “C{lit.)
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(R)-(+)-Limonene
7%

Synenym: (+}-p-Mentha-1,8-diene, (+}-Carvene, (R]-4-Isopropemyl-1-methyl-1-cyclohexens

m SIMILAR PRODUCTS

CAS Number 5388-27-5 = Empirical Formula (Hill Motation) CqgHyg = Molecular Weight 136.2)
Beilstein Registry Mumber 2204754 EC Number 227-813-5 MDL number MFCOO0062354
FubChem Substance ID 576477325

BElPOPULAR DOCUMENTS: SPECIFIGATION SHEET (PDF)

Compra Documentacio & Seguranga  Artigos e Protocolos o

Propriedades

Related Categories Alkenes, Armaoracia rusticana (Horseradish), Artemisia 1
wvilgaris, Aspalathus linears (Recibos tea), Asymmeric !
Synthesis,
Mais...

wapor density 4.7 {vs air)

WEDOr pressure <3 mmHg ( 14.4 *C)

InChl Key XMGQYMWWDOXHIM-JTQLGQIEISA-N

Sssay 97 %

optical purity ee: 98% (GLC) |

exol. lim. 6.1%

refractive index n2000 1.473(lit.) ‘
Show More {11+
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10.2 APENDICE - B: Artigo publicado no Florida Entomologist — Dez/2013
Gongalves et al.: Pheromone Communication in Anastrepha obliqua 1365

PHEROMONE COMMUNICATION IN ANASTREPHA OBLIQUA
(DIPTERA: TEPHRITIDAE): A COMPARISON OF THE VOLATILES AND
SALIVARY GLAND EXTRACTS OF TWO WILD POPULATIONS

GLAUCIA B. GONCALVES™, CARLOS E. SILVA' ADRIANA DE LIMA MENDONCA', LUCIE VANICKOVA™,
ALES TOMGALA® AND RUTH R. DO NASCIMENTO"*
‘Universidade Federal de Alagoas, Instituto de Quimica e Biotecnologia, Laboratério de Ecologia Quimica,
Campus A. C. Simoes, Tabuleiro dos Martins 57072-970, Maceio, AL, Brazil

“Universidade Federal de Sergipe, Centro de Ciéncias Exatas e Tecnologia, Departamento de Engenharia Quimica,
Campus José Alufsio de Campos, Sao Cristdvao, 49100-000, Aracaju, SE, Brazil

“Institute of Organic Chemistry and Biochemistry of the ASCR, v. v. i., Flemingovo ndm.2, CZ 166 10,
Prague 6, Czech Republic

*Corresponding author: E-mail: ruth. nascimento@pq.cnpg.br

ABSTRACT

The West Indian fruit fly Anastrepha obliqgua Macquart (Diptera: Tephritidae) is one of
the major pests on mango (Mangifera indica L.; Sapindales: Anacardiaceae) and starfruit
(Averrhoa carambola 1..; Oxalidales: Oxalidaceae) crop plantations in Brazil. Pheromone
communication inter alia plays an important role in fruit-fly courtship behavior. In order
to highlight the site of pheromone synthesis, we identified and compared the volatiles
from the aeration extracts of calling males with the volatiles produced by their salivary
glands in 2 wild populations of A. obligua collected from mangoees and starfruits. In ad-
dition, we performed a series of bioassays to compare the biological significance of both
extracts. In total, 36 volatile compounds were identified, with 8 of them being shared by
the 2 populations and the 2 extract types. Linalool and a-copaene were exclusively found
in the aeration extract while ethyl heptanoate, methyl octanoate, and 1-nonanol were
detected only in the salivary-gland extracts. The chemical profiles of the volatiles from
the aeration extracts and from the salivary-gland extracts differed significantly between
the 2 populations as well as the chemical profiles of both extracts within each population.
The quantities of the 8 shared compounds generated a variability of more than 60% in
the mango population and 80% in the starfruit population. The similarities observed
between the chemical profiles of the aeration extracts and the salivary-gland extracts
suggest that the latter could be the storage site and probably also the production site of
some pheromone components in this fruit-fly species. This hypothesis is supported by
the comparable biological activities of both extracts in terms of their attractiveness for
conspecific females.

Words: saliv: , volatile compounds, sex attractant, wild ion, chro-
ﬁ i ary glands po population, gas

RESUMO

A mosca das frutas do ceste indiano Macquart (Diptera: Tephritidae) é uma das maiores
pragas da cultura de manga (Mangifera indica L.; Sapindales: Anacardiaceae) e carambola
(Averrhoa carambola L.; Oxalidales: Oxalidaceae) no Brasil. A comunicacfo através de
feromdnios, entre outras coisas, possui uma importante fungio no comportamento de corte
em moscas das frutas. A fim de elucidar o local de sintese de feromdnios, identificamos e
comparamos os voldteis obtidos através de extratos de aerago de machos em chamamento
com os voldteis produzidos por suas glandulas salivares em duas populagdes selvagens de
A. obligua, coletadas a partir de mangas e carambolas. Além disso, realizamos uma série
de bioensaios para comparar a significAncia biologica de ambos os extratos. No total, 36
compostos volateis foram identificados, com 8 deles sendo comuns para as duas populacgtes
e 0s dois tipos de extratos. Linalol e a-copaeno foram exclusivamente encontrados nos ex-
tratos de aeraco enquanto o heptanoato de etila, octanoato de metila e 1-nonanol foram
detectados somente nos extratos de glandulas salivares. O perfil quimico dos volateis obti-
dos por aeracdo e a partir dos extratos de glindulas salivares diferiram significativamente
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PHEROMONE ANALYSES OF THE ANASTREPHA FRATERCULUS
(DIPTERA: TEPHRITIDAE) CRYPTIC SPECIES COMPLEX
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MicsAL HOSKOVEC', BLANKA KALINOVA' AND RUTH R. DO NascMENTOD
‘Instituta of Ongunic Chomistry and Blochamistry AS CR, Flomingovo nam. 2, CZ-166 10 Prague 6, Cach Republic
“Inststuta of Chemical Tochnology tn Pragaa, Tochnickd 6, CZ-166 28 Pragua 6, Czech Republic
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‘Empresa Brastlotra de Pesquisa Agropecudria (EMBRAPA Semidrido), BR 428, Zona Rural, 66302-970,
Patrolina, PE, Braxt]
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*Corrasponding authar; E-matl: luct. vanickova@gmail com

Supplementary matarial for this article in Florida Entomologist $6(3) (2013) ts online
at httpVpurl fda edufcla’entomologistbrowsa

ASSTRACT
Thae South Amartcan frutt 8y Anastrepha fratercuius (Wiedemann) (Dtptara: Tophritidac)

multivariato statistics. The pheromone compostticn varted both quantitatival quali-
Zunum;uwmmm.m_n-wm-n-um’hw
aloctrophystological

analysas.

Words: Scuth Amertcan fruit fly, two-dimansional chromatography with time-
mass spectrumetric detectton (GCxGOTOF. princtpal component analysis

RestMo
O complaxo de espocios Anastrepha fraterculus dos modelos de
mmmm:w-lﬁn-w.;mmm

2 andlisos astatésticas multtvarinda. A composicso do foromimio variou qualitativamente o

95



do dos itui imicos do f onio sexual de lagdes de A pha fraterculus (Diptera:Tephritidae) e de seu fruto hospedeiro preferencial, Goiaba - Psidium
guajava (Myrtaceae).

10.4 APENDICE - D: Deposito de Pedido de Patente sobre formulagio de

compostos
BRASIL Acesso a informacao Participe Servigos Legislacdo Canais
Instituto Nacional da

Propriedade Industrial

Ministério do Desenvolvimento, Indiistria ¢ Comércio Exterior
Consulta & Base de Dados do INPI

[ Inicio | Ajuda? ]

» Consultar por: Base Patentes | Finalizar Sesséo 11

Depdsito de pedido nacional de Patente
(21) No do Pedido: BR 10 2016 003821 9 A2

(22) Data do Depdsito: 23/02/2016
(43) Data da Publicacio: 29/08/2017
(47) Data da Concessdo: -
(51) Classificacdo IPC: AOLN 65/28 ; AD1P 19/00

FORMULAGOES SINTETICAS COM ATIVIDADE DE CAIROMONIO A PARTIR DE COMPOSTOS VOLATEIS EMITIDOS POR
(54) Titulo: FRUTOS DE PSIDIUM GUAJAVA (GOIABA), EFICAZES NO CONTROLE DA MOSCA-DAS-FRUTAS SUL AMERICANA
ANASTREPHA FRATERCULUS
A presente invencio refere-se a formulagbes com atividade de cairoménio a partir de formulagGes sintéticas provenientes
de compostos volateis emitidos por frutos de Psidium guajava (goiaba), eficazes no controle da mosca-das-frutas Sul
Americana Anastrepha fraterculus {Diptera: Tephritidae). Em uma primeira concretizacéo, a composicao da referida
_formulacdo compreende: a-copaeno, a-trans-cariofileno, octanoato de etila, (R)-(+)-limoneno e (5)-(-)-limoneno e, (b) um
&) Resumo'vefwlo agricolamente aceitdvel. A razdo entre tais componentes nas composigBes da invencdo € de 1:1:1:1:1. A presente
invengdo também se refere ao método de controle desta praga através da utilizagdo da formulagdo obtida a partir desta
invengdo. Tal aplicacdo abrange o setor de fruticultura podendo atuar em diferentes regides onde a cultura desse fruto esta
sendo disseminada.

(71} Nome do Depositante; UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS (BR/AL)
RUTH RUFINO DO NASCIMENTO / LUCTE VANECKOVA / RAPHAEL DE FARIAS TAVARES / Adriana de Lima Mendonca @f

(72) Nome do Inventor: @O R=0 IO INNSIAN/ FABIANE CAXICO DE ABREU GALDINO / LUANA LIMA FERREIRA / NATHALY COSTA DE
AQUINO / JESSICA DE LIMA SANTOS
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