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RESUMO

As moscas-das-frutas estdo entre os mais importantes insetos-praga da fruticultura
mundial, devido as perdas econémicas ocasionadas pela oviposicdo realizada pelas
fémeas no fruto hospedeiro, tornando-o invidvel para o consumo e comercializagao.
As espécies Ceratitis capitata, Anastrepha fraterculus e Anastrepha obliqua séo de
maior importancia econdmica para o Brasil. Para o monitoramento desses insetos séo
aplicadas armadilhas contendo atrativos, que podem estar associados a iscas toxicas.
O controle dessas moscas € realizado com o0 uso de produtos fitossanitarios que
possuem elevada toxicidade e periodo de caréncia, além de gerarem risco de
contaminacdo ambiental e humana. Atualmente as altas taxas de residuos de
agrotoxicos estdo entre os fatores limitantes a livre exportacdo de frutos, juntamente
com a infestacdo destes por moscas-das-frutas. Assim, o controle comportamental
com uso de semioquimicos vem sendo uma das mais promissoras alternativas para
monitorar e suprimir esses insetos no campo. Esses compostos possuem as vantagens
de serem atdxicos, espécie-especificos, ecologicamente aceitaveis e utilizados em
pequenas quantidades. Esse trabalho teve como objetivo identificar os compostos
volateis do fruto de amendoeira (Terminalia catappa) e do extrato glicolico e esséncia
de uva que possam atuar como atrativos para trés espécies de moscas-das-frutas. Os
insetos utilizados nos experimentos sdo provenientes da criacdo mantida no
Laboratério de Ecologia Comportamental de Insetos - LECI, seguindo as diretrizes da
FAO/IAEA. O extrato da amendoeira-da-praia foi obtido por aeracdo dos frutos
maduros durante 24 horas e posterior eluicdo do adsorvente com hexano grau HPLC,
seguido por concentracdo da amostra por fluxo de nitrogénio e analise por CG-EM e
bioensaio de CG-EAG. A extracdo de volateis dos produtos comerciais foi realizada
por SPME, seguida de analise por CG-EM. O bioensaio de atratividade desses
compostos foi realizado em arenas de vidro transparente (45cm x 30 cm x 30 cm). Os
dados foram analisados por GLMM no software Rstudio. A caracterizacdo de
compostos volateis resultou na identificacdo de 72 compostos presentes no extrato do
fruto maduro da amendoeira, 45 compostos no extrato glicélico de uva e 13 na
esséncia de uva. O bioensaio de eletroantenografia revelou 5 compostos do extrato da
amendoeira que eliciaram resposta antenal em fémeas de A. obliqua e 4 para fémeas
de C. capitata. Nenhum resultado conclusivo foi observado nesse bioensaio para a
espécie A. fraterculus. Os compostos ativos foram identificados por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM). O 1-hexanol, 1-octen-3-ol,
hexanoato de etila, acetato de geranil e geranilacetona foram ativos para A. obliqua.
Para C. capitata os compostos 1-penten-3-ol, isoprenol, 2-metil-2-buten-1-ol e prenol
desencadearam resposta ativa em fémeas desta espécie. O teste de atratividade
realizado em arenas com extrato glicolico e esséncia de uva indicaram que o extrato
glicolico de uva possui potencial de atratividade para machos e fémeas, virgens e
copulados de A. fraterculus, valor de p <0,05. A esséncia de uva nao obteve bons
resultados na captura desses insetos. Esses resultados indicam que as fémeas das
espécies estudadas reconhecem compostos especificos, os quais podem contribuir
para aplicacdo de semioquimicos no monitoramento e controle dessas pragas no
campo.

Palavras-chave: cairomonio, tefritideos, atrativo, bioensaios



ABSTRACT

Fruit flies are among the most relevant pests in the world. Due to economic losses
caused by oviposition, host fruit becomes unfeasible for consumption and
commercialization. Ceratitis capitata, Anastrepha fraterculus, and Anastrepha
obliqua are the most economically important pest species for Brazil. Aiming to
control these insects, traps containing attractants are applied, which may be associated
with toxic baits. Phytosanitary products are used to control this pest. However, it may
contain high toxicity and a grace period, in addition to generating a risk of
environmental and human contamination. Currently, the high rates of pesticide
residues are among the limiting factors for the free export of fruits, together with their
infestation by fruit flies. Currently, the high rates of pesticide residues are among the
limiting factors for the free export of fruits, together with their infestation by fruit
flies. Thus, behavioral control using semiochemicals has been one of the most
promising alternatives to monitor and suppress these insects in the field. These
compounds have the advantages of being non-toxic, species-specific, ecologically
acceptable, and used in small amounts. This work aimed to identify volatile
compounds from almond fruit and grape extract and essence that can attract three
species of fruit flies. The insects used in the experiments come from the creation
maintained at the Laboratory of Behavioral Ecology of Insects - LECI, following the
guidelines of the FAO/IAEA. The beach almond extract was obtained by aeration of
ripe fruits for 24 hours and subsequent elution of the adsorbent with HPLC grade
hexane, followed by sample concentration by nitrogen flow and analysis by GC-MS
and GC-EAD bioassay. The extraction of volatiles from commercial products was
performed by SPME, followed by analysis by GC-MS. The test of the attractiveness
of these compounds was carried out in glass arenas (45cm x 30 cm x 30 ¢cm). Data
were analyzed by GLMM in Rstudio software. The characterization of volatile
compounds resulted in the identification of 72 compounds present in the extract of the
ripe almond fruit, 45 compounds in the glycolic extract of grape, and 13 in the grape
essence. The electroantenography bioassay revealed five compounds from the almond
extract that elicited response for females of A. obliqua and 4 for females of C.
capitata. There were no conclusive results in this bioassay regarding the species A.
fraterculus. The active compounds were identified by gas chromatography coupled
with mass spectrometry (GC-MS). 1-hexanol, 1-octen-3-ol, ethyl hexanoate, geranyl
acetate, and geranyl acetone were active for A. obliqua. For C. capitata the following
compounds generated active response, 1-penten-3-ol, isoprenol, 2-buten-1-ol-2-
methyl and prenol. The attractiveness test performed in arenas with glycolic extract
and grape essence indicated that the glycolic extract of grape has potential
attractiveness for males and females, virgins, and copulates of A. fraterculus, p-value
<0.05. Grape essence did not show any significant difference in the capture of these
insects. These results indicate that females may identify specific compounds, which
may contribute to the semiochemicals application in monitoring and controlling these
pests in the field.

Keywords: kairomone, tephritids, attractant, bioassays.



LISTA DE FIGURAS

REVISAO BIBLIOGRAFICA

Figura 1 - Ciclo de vida moscas-das-frutas.............cccooereririiiniinieieieese e 18
Figura 2 - Distribuicao geografica da espécie Ceratitis capitata pelo globo.............. 19
Figura 3 - Distribuicdo geografica da espécie Anastrepha fraterculus pelo globo.....20
Figura 4 - Distribuicdo geogréfica da espécie Anastrepha obliqua pelo globo.......... 21
Figura 5 - Fémeas de moscas-das-frutas. A - Ceratitis capitata; B - Anastrepha

fraterculus e C - Anastrepha obliqua............ccccoveviiiiicii e 22
Figura 6 - Esquema da classificacdo dos SemioquimicCoS.............ccccvveveevieieeresiiennnnn 26
METODOLOGIA GERAL

Figura 7 - Criacdo artificial de moscas-das-frutas.............cccooveveiveiiieiiiieseese e 35

Figura 8 - Sistema de headspace dindmico utilizado na coleta dos volateis dos frutos

da AMENdOITA-Ta-PraIA. ......cveieeiiiierie i 37
Figura 9 - Amostra de extrato sob fluxo de nitrogénio para concentracéo................. 38
Figura 10 - Tubos adsorventes tipo TDU. A - Tenax TA, B - Tenax TA/Graphitized
Carbon/Carboxen 1000; C - Tenax GR/Carbopack B............ccccvoviiiiiiniiiiiiiiiins 39

Figura 11 - Extracdo de compostos volateis pela técnica de SPME. A - suporte fibra;
B - vial com amostra; C - bloco de aluminio e D - Placa de aquecimento................... 40
Figura 12 - Cromatografo gasoso acoplado a espectrémetro de massa (CG-EM)......41
Figura 13 - Bioensaio de arena, com duas armadilhas, uma contendo o atrativo e

outra com o controle, no centro da gaiola um copo com algoddo embebido em

Figura 14 - Desenho esquematico do modelo de armadilha de garrafa PET adaptada

que utilizamos N0 DI0ENSAI0 08 AreNA..........coueiviriiiiiieieee e 43
Figura 15 - Bioensaio CG-EAG; A - Vista superior do sistema de conex&do da antena;
B - Vista aproximada dos capilares com uma cabeca de moscas-das-frutas conectada a

sua extremidade e a ponta da antena conectada ao outro capilar...........c.cccccoeevveveenne. 45

RESULTADOS
Figura 16 - Comparacdo da area média de adsorcdo de compostos de trés polimeros

(0 Y0 YL 1L (TR 46



Figura 17 - Comparagéo da area média de dessorcdo de compostos com o uso de trés
volumes diStintoS de SOIVENTE. ..........coiiiiiiiiie s 46

Figura 18 - Cromatograma CG-EM do extrato do fruto maduro da amendoeira-da-

Figura 19 - Resposta de antena de fémea A. obliqua em andlises de CG-EAG
utilizando extrato dos volateis dos frutos da amendoeira-da-praia............cccccecvvenenne. 50
Figura 20 - Estrutura quimica dos compostos EAG ativos para fémeas de A.
OBIITUAL ...t 53
Figura 21 - Registro da despolarizacdo de antena de fémeas de C. capitata em
analises de CG — EAG para o extrato dos volateis da amendoeira-da-praia (pico 1 na
linha do DIC), referente a0 COMpPOSt01-penten-3-0l.........cccoviiiiiinieieiene s 57
Figura 22 - Compostos volateis presentes na composi¢do do extrato da amendoeira-
da-praia que desencadearam resposta eletroantenografica para C. capitata. Pico 2 e 3
na linha do DIC, compostos isoprenol e 2-metil-2-buten-1-ol, respectivamente......... 57
Figura 23 - Compostos volateis presentes na composi¢do do extrato da amendoeira-
da-praia que estimularam resposta antenal em C. capitata. Pico 4 na linha do DIC -
(o0 oo XSy (oI o] =12 o OSSPSR 57
Figura 24 - Estrutura quimica dos compostos EAG ativos para fémeas de C.
(02210 €= - USSP TSP PP 58
Figura 25 - Atratividade do extrato glicélico de uva e do controle para fémeas virgem
de Anastrepha fraterculus em bioensaio de arena, valores relativos ao numero de
individuos capturados nas armadilhas adaptadas. Valor de p < 0,05..........ccccevenenee, 66
Figura 26 - Atratividade do extrato glicolico de uva e do controle para fémeas
copulada de Anastrepha fraterculus em bioensaio de arena, valores relativos ao
numero de individuos capturados nas armadilhas adaptadas. Valor de p < 0,05......... 66
Figura 27 - Atratividade do extrato glicolico de uva e do controle para machos
copulado de Anastrepha fraterculus em bioensaio de arena, valores relativos ao
numero de individuos capturados nas armadilhas adaptadas. Valor de p < 0,05......... 67
Figura 28 - Atratividade do extrato glicolico de uva e do controle para machos
virgens de Anastrepha fraterculus em bioensaio de arena, valores relativos ao nimero
de individuos capturados nas armadilhas adaptadas. Valor de p < 0,05...........ccueue.. 67
Figura 29 - Atratividade da esséncia de uva e do controle para fémeas virgem de
Anastrepha fraterculus em bioensaio de arena, valores relativos ao numero de

individuos capturados nas armadilhas adaptadas. Valor de p > 0,05.............ccceveneee. 67



Figura 30 - Atratividade da esséncia de uva e do controle para fémeas virgem de
Anastrepha fraterculus em bioensaio de arena, valores relativos ao numero de
individuos capturados nas armadilhas adaptadas. Valor de p > 0,05..........ccccovienns 68
Figura 31 - Atratividade da esséncia de uva e do controle para machos virgem de
Anastrepha fraterculus em bioensaio de arena, valores relativos ao numero de
individuos capturados nas armadilhas adaptadas. Valor de p > 0,05.............ccceveneee. 68
Figura 32 - Atratividade da esséncia de uva e do controle para machos copulado de
Anastrepha fraterculus em bioensaio de arena, valores relativos ao numero de

individuos capturados nas armadilhas adaptadas. Valor de p > 0,05..........c..ccceveneee. 68



LISTA DE TABELAS E QUADROS

Tabela 1 - Compostos volateis identificados no extrato de fruto maduro de
Terminalia CatAPPA. ... .c.eeeeeeieeet et 47
Quadro 1 - Compostos volateis da amendoeira que apresentaram resposta
eletroantenografica em fémeas sexualmente maduras de A. obliqua e seus respectivos
tempos de retencdo (TR) e indice de kovats (IK).......ccccovviieiiiiiiieieiecece e 52
Quadro 2 - Compostos volateis da amendoeira que apresentaram resposta
eletroantenografica em fémeas sexualmente maduras de C. capitata e seus respectivos
tempos de retencdo (TR) e indice de kovats (IK)........ccccovevieveiieiiiiiecie e 58

Tabela 2 - Identificacdo de volateis de compostos comerciais e fruto de uva a partir
A tECNICA U8 SPIME..........e ittt et neena e nes 62



LISTA DE ABREVIACOES

CG - Cromatografia gasosa

CG - EM - Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas

CG - EAG - Cromatografia gasosa acoplada a deteccdo por eletroantenografia
(electroantennographic detection)

DIC - Detector por ionizacdo de chama (flame ionization detector)

SPME - Microextracdo em fase solida (solid phase micro-extraction)

EAG - Eletroantenografia

NIST - National Institute of Standards and Technology

IK - Indice de Kovats

MIP - Manejo Integrado de Pragas

EPPO - European and Mediterranean Plant Protection Organization

HMP - Feroménio Marcador de Hospedeiro

COVs - Compostos Organicos Volateis

ABRAFRUTAS - Associacdo Brasileira dos Produtores e Exportadores de Frutas e
Derivados

PNDF - Plano Nacional de Desenvolvimento da Fruticultura

GLMM - Modelo Linear Generalizado Misto

VPIHs - Volateis de Plantas Induzidos por Herbivoria



SUMARIO

RS20 T J SRS 14
L. INEFOTUGED. ...ttt 15
2. ReVISA0 DIDHOGIAQICA. ........ccviiiecieee e 18
2.1 Insetos alvo e sua distribuicao geografica.........cccccevveveiieeniece e, 18

2.2 Controle de m0oSCas-Aas-frutas............ccovrvrieireiininisieeeeee s 23

2.3 Fruticultura Brasileira.........ccocvveiieiecie e 24

2.4 COMUNICACAD QUIMICA. ...cuveiveereeiesiiesieete st e ste e e see e ae e sraesreeee s e e sreenee s 25

2.5 Planta NOSPEUBITA. .......ccveiiieieciiecie et re e 30

2.6 Produtos comerciais como atrativos para moscas-das-frutas.................... 31

2.7 Técnicas de extracdo e identificacdo de compostos VoIateis...................... 32

2.8 Técnica de eletroantenografia acoplada a cromatografia gasosa................ 33

3. ODJELIVOS. ...ttt a b ae e reenne e 34
4, Metodologia Geral..........coiiiiiiieeee s 35
4.1 Criagéo artificial de moscas-das-frutas.............cocvervreiieienenenc e 35

4.2 Coleta de VOIALEIS. ......coveveriiiiiiseseee e s 36

4.2.1 Teste para escolha do polimero adsorvente............cccoovevveveieesecciesenenne. 37

4.2.2 Determinagdo do volume de solvente...........ccccoeviiiiiiieienc e 38

4.2.3 Amostras de volateis para CG — EAG.......cccooeireniinireee e 39

4.3 Extracdo de compostos Volateis por SPME...........ccccoceovevveveiiese e 39

4.4 ANALISES CG-EM......ooiiiiiiiiiie et 41

4.5 BIOBNSAI0 U8 @IrENA.....cvvereeieieieeiesieesieeiesreesieeseesreeste e e eree e eneeaneesreeeeeneens 42

4.6 Bioensaio de eletroantenografia...........ccoovvvieriiieninieceee e 44

5. ReSUILAA0S € DISCUSSAD. ... .cveiveerierieieiesie e st siesieeseeseeee sttt sbe e eeseeseeseesbesresreens 45
6. CoNSIAEragies FINAIS.........cceeiiiie i 72

WA 2 Gl =) 1 A6 T TR 73



INTRODUCAO

As moscas-das-frutas estéo entre os mais importantes insetos-praga do mundo,
devido ao impacto gerado por elas na producdo de diversas culturas frutiferas
comerciais. As fémeas desses tefritideos utilizam o fruto como substrato para postura
de seus ovos, onde, apés a eclosdo, as larvas irdo consumir a polpa desse fruto
tornando-o invidvel para comercializacdo (ALUJA, 1994; MALAVASI et al., 2000).
O dano gerado por essa praga é irreversivel, pois além do consumo larval, a punctura
ocasionada no momento da oviposicdo gera uma porta de acesso para fungos e
bactérias (CARVALHO, 2005; NONDILLO et al., 2007; NAVA & BOTTON, 2010).
A infestacdo por moscas-das-frutas estd entre os principais fatores de restricdo as
exportacOes de frutos. Devido a gravidade dos danos e perdas econdmicas geradas por
elas, medidas de protecdo fitossanitarias tém sido adotadas com o intuito de dificultar
a disseminacdo dessas espécies pelo globo (ARAUJO et al., 2009).

A familia Tephritidae possui muitas espécies de moscas classificadas como
pragas (WHITE & ELSON-HARRIS, 1992; MARTINS, 2002). No Brasil as de maior
importancia, sdo Ceratitis capitata, Anastrepha fraterculus e Anastrepha obliqua
(ZUCCHI, 2000). A C. capitata é uma espécie exotica, originaria do noroeste da
Africa e possui ampla distribuicio mundial com registros de infestagio na Europa,
América, Asia e Oceania (EPPO, 2021). A ampla dispersdo dessa espécie estd
associada a sua capacidade de adaptar-se facilmente a habitats de clima temperado e
tropical, desenvolver diversas geracdes ao longo do ano e usar diversas espécies de
plantas como hospedeiras (LIGHT et al., 1988; GASPERI et al., 2002). A espécie A.
fraterculus € nativa das Américas e esta distribuida do Texas - USA até o sul do
Brasil (EPPO, 2021; ZUCCHI & MORAES, 2021). Utiliza uma enorme variedade de
frutos hospedeiros de diversas familias, com preferéncia por espécies da familia
Myrtacea (MALAVASI et al., 2000; ZUCCHI & MORAES, 2021). A A. obliqua
também é uma espécie nativa das Américas e atualmente tem ocorréncia no México,
América Central e do Sul (EPPO, 2021). E também uma espécie polifaga, com
preferéncia pela familia Anacardiaceae, sendo a manga (Mangifera indica) um dos
seus hospedeiros preferenciais. Como a manga ¢ um dos principais “comodites” da
fruticultura brasileira, torna a A. obliqua a mais importante praga dessa cultura
(ALUJA et al., 2014; AGROSTAT/MAPA, 2021; EPPO, 2021).
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A amendoeira-da-praia (Terminalia catappa Linn) é uma espécie exdtica,
originaria da Asia, que possui ampla distribuicdo em regifes de clima tropical e
subtropical, principalmente em areas litordneas. No Brasil, estd bem adaptada em
regides costeiras devido a sua resisténcia a salinidade, ventos fortes, alta luminosidade
e escassez de agua doce (LORENZI, 2003; RICHARDSON & REJMANEK, 2011;
TANG, 2012; MARQUES et al., 2012). Sua arvore possui grande porte (25 a 45 m de
altura), folhas grandes e copa ampla e densa, e seu fruto é classificado como carnoso e
indeiscente. O periodo de frutificagdo no Brasil ocorre entre os meses de novembro e
mar¢co (THOMSON & EVANS, 2006; IVANI et al., 2008). Essa espécie é utilizada
como hospedeiro para as trés espécies de moscas-das-frutas estudadas nesse trabalho
(NASCIMENTO & CARVALHO, 2000; RODRIGUES et al., 2006; ALVARENGA
et al., 2021), e para outras espécies do grupo como a Bactrocera dorsalis
(SIDERHURTS & JANG, 2006).

A escolha do fruto hospedeiro pelas fémeas dessas espécies de moscas-das-
frutas configura-se como uma das mais importantes etapas do comportamento de
oviposicdo, pois o desenvolvimento e a sobrevivéncia dos imaturos dependem
diretamente do aporte nutricional disponivel nesse hospedeiro (SINGER, 1986;
ZUCOLOTO, 2000; WETZEL et al., 2016). Assim, 0s aspectos comportamentais
associados a essa escolha sdo muito importantes para compreensdo da interacdo entre
inseto e planta (JOACHIM-BRAVO et al., 2001). Dentre esses fatores de localizagédo
e escolha do hospedeiro, os aleloguimicos sdo um dos mais importantes (EDWARDS
& WRATTEN, 1981). Dada a relevancia desses compostos para comunicacao desses
insetos, estudos voltados para identificacdo e aplicacdo de semioquimicos vem sendo
desenvolvidos com diversas espécie-praga, com o objetivo manejar esses insetos no
campo (CRUZ-LOPEZ et al., 2006; SIDERHURST & JANG, 2006; JAYANTHI et
al., 2012; WALLINGFORD et al., 2016; DE AQUINO et al., 2021; JAYANTHI et
al., 2021).

O manejo através dos semioquimicos € uma abordagem ecologicamente viavel,
pois esses compostos sao aplicados em pequenas quantidades, sdo atoxicos, atuam na
espécie-alvo, se auto degradam e ndo geram poluicdo ambiental (GOULART, et al.,
2015; RIFFEL & COSTA, 2015; SEGURA et al., 2018), diferentemente do cenario
observado atualmente com o controle por uso de produtos fitossanitarios, realizado
com a aplicacdo de iscas toxicas e/ou a pulverizacdo de compostos fosforados que

possuem elevada toxicidade e periodo de caréncia, baixa seletividade aos inimigos
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naturais, geram risco de contaminacdo ambiental e humana, além de possuirem alto
custo (CHAIM et al., 2003; SCOZ et al., 2004; NAVA & BOTTON, 2010).

A fruticultura estd entre os principais ramos do agronegocio brasileiro,
gerando diversas vagas de emprego e renda para o pais (FACHINELLO et al., 2011).
Porém, a atual demanda dos consumidores por produtos livre de agrotéxicos, como
também regras de restricGes sanitarias e limitacdo desses residuos impostas pelos
paises importadores, tem se tornado um fator limitante para exportacdo da produgédo
(CARVALHO et al., 2019). Diante dessa problematica, os semioquimicos sdo uma
excelente alternativa para o monitoramento e controle comportamental baseado no
manejo integrado de pragas (MIP), atendendo a atual demanda do setor agricola e dos
consumidores, que visam a produgdo e consumo de produtos livre de pragas e com
baixo residuo de agrotoxicos (WITZGALL et al., 2010; BLASSIOLI et al., 2003;
DAMOS et al., 2015). Portanto, o objetivo desse trabalho foi identificar compostos
volateis do fruto de amendoeira e de extrato e esséncia de uva que tenham potencial
atrativo para trés diferentes espécies de moscas-das-frutas e que possam ser

futuramente aplicadas no controle e monitoramento no campo.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

Insetos alvo e sua distribuic@o geogréafica

As moscas-das-frutas (Diptera: Tephritidae) séo insetos-praga de grande
importancia econémica na fruticultura mundial. A familia Tephritidae possui mais de
5.000 espécies distribuidas em 500 géneros, dentre as quais aproximadamente 20 séo
responsaveis pelas maiores perdas econémicas na producdo (WHITE & ELSON-
HARRIS, 1992; MARTINS, 2002), com destaque para 0S géneros de maior
distribuicdo geografica: Ceratitis (Wiedemann, 1824), Rhagoletis (Loew, 1862),
Bactrocera (Macquart,1835), Dacus (Fabricius, 1805) e Anastrepha (Schiner, 1868)
(MALAVASI et al., 2000). A classificagdo dessas moscas como insetos-praga resulta
dos danos ocasionados pela oviposicao das fémeas no fruto hospedeiro, onde apos a
eclosdo, as larvas utilizardo a sua polpa como alimento para subsidiar seu
desenvolvimento (Figura 1). Além disso, apds serem perfurados pelo ovipositor,
mesmo que nao haja deposicdo de ovos, os frutos tornam-se mais suscetiveis a
contaminacdo por fungos e bactérias, o que pode levar ao seu amadurecimento
precoce, além de depreciar ou até inviabilizar seu consumo e processamento
(CARVALHO, 2005; NONDILLO etal., 2007; NAVA & BOTTON, 2010).

COPULA

ADULTO

[OAV 0

Fonte: Autora.

Figura 1 - Ciclo de vida moscas-das-frutas.
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Outro fator de perda econ6mica associado as moscas-das-frutas é a
inviabilizacdo das exportacbes de produtos in natura, devido as restricbes
quarentendrias impostas pelos paises importadores com o objetivo de evitar a
dispersdo de pragas (ARAUJO et al., 2009). Também deve-se considerar os gastos
com o servico de monitoramento, controle e manutencdo do cultivo (RAGA, 2005),
que representam cerda de US$ 120 milhdes de dolares ao ano (TREICHEL, 2016)

No Brasil, os géneros Anastrepha e Ceratitis sdo considerados os de maior
importancia econdmica (ZUCCHI, 2000). O primeiro, nativo do continente americano,
possui mais de 180 espécies, das quais 121 sdo encontradas no Brasil ocorrendo em
318 plantas hospedeiras, com trés espéecies de maior destaque: Anastrepha fraterculus
(Wiedemann), A. obliqua (Macquart) e A. sororcula (Zucchi). O segundo tem apenas
uma espécie representante no Brasil, a Ceratitis capitata (Wied.) (ZUCCHI &
MORAES, 2021). Os géneros Bactrocera e Rhagoletis também possuem
representantes no Brasil, 0 primeiro com apenas uma espécie, Bactrocera carambolae
(DREW & HANCOCK, 1994), atualmente restrita aos estados do Amapa, Para e
Roraima (CARTAXO et al., 2020) e o segundo com quatro espécies que ocorrem
esporadicamente na regido sul do pais, sdo elas a R. macquarti, R. adusta, R.
ferruginea e R. blanchardi (ZUCCHI, 2000).

A C. capitata também conhecida como mosca-do-Mediterraneo tem origem no
noroeste da Africa. E considerada uma espécie cosmopolita devido a sua ampla

distribuicdo pelo globo (Figura 2).

Ceratitis capitata (CERTCA)

O Present @ Transiant

2021-09-29
{g) EPPO hips.\gd.eppo.int

Fonte: EPPO, 2021.

Figura 2 - Distribuicdo geogréafica da espécie Ceratitis capitata pelo globo.
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No Brasil, foi detectada inicialmente em 1901 na cidade de S&o Paulo e desde
entdo, houve registro dela em 22 estados brasileiros, principalmente nas regides sul,
sudeste e nordeste, sendo encontrada também na regido norte e recentemente em 2004
no centro-oeste, 0 que demonstra a facilidade dessa espécie em adaptar-se a condi¢oes
ambientais e hospedeiros distintos. Seus hospedeiros preferenciais sdo frutos exaticos,
entretanto, também ataca frutos nativos (ZUCCHI e MORAES, 2021). Possui 115
espécies hospedeiras conhecidas, dentre essas, as familias de maior destaque sé&o:
Myrtaceae (25 espécies), Rutaceae (20), Rosaceae (11), Anacardiaceae (7) e
Sapotaceae (7) (ZUCCHI & MORAES, 2021). E considerada uma espécie polifaga,
por possuir hospedeiros de familias distintas, e multivoltina, por desenvolver diversas
geracdes ao longo do ano, além de conseguirem manter suas popula¢Bes constantes
por longos periodos devido a sucessdao de fruto hospedeiro de acordo com a
disponibilidade do mesmo no meio (ISRAELY et al, 1997; SELIVON, 2000). Os
adultos da mosca-do-mediterraneo possuem entre 4 a 5 mm de comprimento e 10 a 12
mm de envergadura. Coloragdo com predominancia do tom amarelo, térax com
tonalidade preta na face superior e presenca de desenhos simétricos na cor branca,
abdome amarelo com presenca de duas linhas transversais acinzentadas, olhos
castanhos-violaceos e asas transparentes com listras amarelas, sombreadas (Figura 5A)
(NAVA & BOTTON, 2010).

A espécie sul-americana Anastrepha fraterculus (Wiedemann, 1830), possui

uma ampla distribuicdo geografica, desde o México até o sul da Argentina (Figura 3).

Anastrepha fraterculus (ANSTFR)

QO Present @ Transient

2021-09-22
(c) EPPO https:/gd.eppo.int

Fonte: EPPO, 2021.
Figura 3 - Distribuicdo geografica da espécie Anastrepha fraterculus pelo globo.
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No Brasil, é considerada uma das principais pragas, devido a variedade de
hospedeiros que possui, 0 que a caracteriza como polifaga. Possui registro de presenca
em 24 estados brasileiros e de infestacdo em 159 espécies de planta hospedeira, sendo
a familia Myrtaceae a sua preferencial (MALAVASI et al., 2000; ZUCCHI &
MORAES, 2021). Na regido sul do pais € abundante em pomares de citros, videira,
pessegueiro, macieira, goiabeira e macieira, possuindo predominancia sobre as demais
espécies de moscas-das-frutas, sendo classificada como praga primaria, assim como,
na Argentina e Uruguai (SALLES, 1995; KOVALESKI et al., 2000; MALAVASI et
al., 2000).

A Anastrepha obliqua (Macquart) tem como hospedeiro preferencial a manga
(Mangifera indica), o que a torna a praga mais importante dessa cultura. Na América
do Sul, é considerada praga secundaria, atras das espécies A. fraterculus e C. capitata
(EPPO, 2021). Também ¢é caracterizada como polifaga, com registro de infestacdo em
70 espécies de fruto hospedeiro, com destaque para as familias Anacardiaceae,
Myrtaceae, Fabaceae, Sapotaceae, Passifloraceae, Combretaceae (MALAVASI et al.,
2000; ZUCCHI, 2021). Possui registro de distribuicdo no México, América Central e
do Sul, e nas Indias Ocidentais (EPPO, 2021) (Figura 4). No territorio brasileiro foi
registrada em 26 estados (ZUCCHI & MORAES, 2021).

Anastrepha obliqgua (ANSTOB)

QO Present @ Transient

2021-09-22
(c) EPPO htips://gd.eppo.int

Fonte: EPPO, 2021.

Figura 4 - Distribuicdo geografica da espécie Anastrepha obliqua pelo globo.

De forma geral, as espécies A. fraterculus (Figura 5B) e A. obliqua (Figura 5C)
apresentam caracteristicas morfoldgicas semelhantes aos adultos do género
Anastrepha, sdo elas: comprimento médio de 7 mm e 16 mm de envergadura,

coloragdo amarela, com tons marrom/castanho na regido da cabeca, abdome e pernas.
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Possui trés faixas distribuidas longitudinalmente no térax na cor amarelo clara. Os
caracteres taxonémicos utilizados na identificacdo das espécies do género sdo: cabeca,
torax, mesotorax, padrdes de faixa da asa e o pice do aculeo, sendo esse Ultimo, o
aspecto mais importante. O aculeo é um apéndice tubular, presente apenas nas fémeas
(ZUCCHI, 2000; HERNANDEZ-ORTIZ et al., 2004, RORIZ et al., 2015).

O desenvolvimento da fase larval nos frutos é determinante sobre a
distribuicdo geografica das moscas-das-frutas, que sempre vai estar associada ao seu
hospedeiro (MALAVASI et al., 2000). A ampla distribuicdo dessas espécies pelo
territorio brasileiro esta diretamente relacionada a sua polifagia, fato corroborado pelo
grande registro de associacdo com diversas familias hospedeiras (SELIVON, 2000;
URAMOTO et al., 2005). A polifagia é uma caracteristica muito comum a algumas
espécies de moscas-das-frutas, diferentemente do que acontece para maioria dos
insetos que apresentam habitos especialistas (JAENIKE, 1990). O comportamento
generalista pode ser explicado pela auséncia de barreiras fisicas e quimicas
encontradas pelas espécies ao utilizar os recursos da planta hospedeira, dado que a
frugivoria ndo gera impactos para o hospedeiro, sendo assim, séo ausentes os atributos

de defesa comuns a interacdo de plantas e insetos especialistas (CLARKE, 2017).

Fonte: Amanda Cardoso.
Figura 5 - Fémeas de moscas-das-frutas. A - Ceratitis capitata; B - Anastrepha fraterculus e

C - Anastrepha obliqua.

O cultivo de frutas comerciais em larga escala também influencia a
distribuicdo geograficas das moscas-das-frutas (MALAVASI, 2009), ja que as areas
cultivadas proporcionam um ambiente com disponibilidade de recursos alimentar,
sexual e de oviposicdo. A presenca de moscas-das-frutas e sua infestacdo em frutos
comerciais é acompanhada de perto por monitoramento, porém, pouco se conhece

sobre a interagé@o desses insetos com plantas ndo comerciais (URAMOTO et al., 2005)
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como a amendoeira-da-praia, e sobre as caracteristicas quimicas da planta envolvidas
nessa interacao (ALUJA & MANGAN, 2008).

Controle de moscas-das-frutas

O controle de moscas-das-frutas pode ser realizado por trés principais abordagens.
O controle bioldgico, que é feito com o uso de inimigos naturais tais como
parasitoides (Diachasmimorpha longicaudata) ou agentes patogénicos como fungos
(Metarhizium anisopliae) e bactérias (CARVALHO, 2005; FONSECA et al., 2015), o
controle com isca-toxica que associa um atrativo alimentar com um inseticida, e 0
controle com inseticidas, produtos quimicos que irdo atuar sobre os diversos estagios
de desenvolvimento da praga (SALLES, 1995). No Brasil, esse controle vem sendo
realizado prioritariamente com o uso de produtos fitossanitarios, o que eleva
consideravelmente os custos da producdo, além de gerar riscos de contaminagéo
ambiental (CHAIM et al., 2003). O controle quimico é baseado na aplicacdo de iscas
toxicas e/ou na pulverizacdo de inseticidas fosforados, compostos caracterizados por
terem elevada toxicidade e periodo de caréncia, além de baixa seletividade aos
inimigos naturais (SCOZ et al., 2004; NAVA & BOTTON, 2010).

Visando atender o perfil atual do consumidor nacional e principalmente
estrangeiro, que aumentou o consumo de frutos in natura, buscando principalmente
alimentos livres de agrotdxicos, devido ao aumento de conscientizacao sobre 0s riscos
causados por estes a salde e ao meio ambiente, vem-se pesquisando novas técnicas de
controle e supressao populacional de tefritideos que permitam alcancar esses objetivos.
Diante de tal contexto € que surge 0 Manejo Integrado de Pragas (MIP) como uma
alternativa econdmica e ecologicamente mais viavel de suprimir as pragas ho campo
(KOGAN, 1988; CARVALHO et al., 2000). O MIP consiste no controle de pragas
através da manutencdo e aumento dos fatores naturais de mortalidade da mesma
(PICANCO, 2010). O manejo retne diversas técnicas, como o controle cultural
(rotacdo de culturas), bioldgico (uso de inimigos naturais), comportamental (uso de
armadilhas e plantas repelentes), genético (liberacdo de machos estéreis), varietal (uso
de variedades resistentes aos insetos) e quimico (uso de inseticidas). A base do MIP ¢
formada por condigbes ambientais, nivel de controle, monitoramento e
biologia/ecologia da praga. O conhecimento dessas informacdes ira orientar a tomada
de decisbes sobre qual conjunto de técnica € mais viavel e eficaz para uma
determinada cultura (GALO et al., 2002; FRANZONI, 2018). Para realizar a
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implantacdo do MIP em uma cultura é indispensavel a realizacdo de monitoramento
da area em questdo, para que se possa obter dados seguros sobre quais pragas e
doencas incidem no local, qual a dindmica populacional e seus inimigos naturais
(FILHO et al., 2009).

O sucesso no monitoramento de tefritideos depende diretamente da
disponibilidade de bons atrativos e armadilhas que permitam avaliar de forma segura
a abundancia e flutuacdo populacional da espécie-praga (SOUZA-FILHO, 2002;
RAGA et al., 2006; LASA et al., 2014). O uso dos semioquimicos, tais como 0s
cairomdnios e feromonios sdo uma excelente ferramenta para dar suporte a aplicacao
do MIP, pois podem ser utilizados para monitoramento da densidade populacional da
praga, monitoramento de outras infestacOes associadas, controle por captura de
adultos, confusdo sexual e associados a iscas toxicas e/ou armadilhas, de forma que
possa reduzir os danos econdmicos (BLASSIOLI et al., 2003; GALDINO & RAGA,
2016).

Fruticultura brasileira

O Brasil é o terceiro maior produtor de frutas do mundo, com uma producéo de
44,3 milhdes de toneladas em 2020, ficando atras apenas da China e india (GERUN et
al, 2019; KIST et al., 2021), entretanto, ocupa apenas a Vvigésima sexta posi¢cdo no
ranking de exportacbes (NAVA, 2019). Segundo o Plano Nacional de
Desenvolvimento da Fruticultura - PNDF (2017), aproximadamente 2,3 milhdes de
hectares sdo utilizados como area de cultivo para frutas no pais, promovendo diversas
vagas de emprego direto e indireto que sdo de grande importancia para o contexto
social e econbmico nacional (FACHINELLO et al.,, 2011). Fatores como boas
condicdes climaticas e disponibilidade de grandes areas para cultivo tornam a
fruticultura um dos principais setores do agronegécio nacional (TREICHEL et al.,
2016; NAVA, 2019). Porém, é necessario explorar seu potencial no setor de
exportacdes, melhorando a qualidade das frutas e adotando boas préticas de producao,
que atendam as demandas de restri¢do sanitaria, como também os limites de residuos
de agrotoxicos impostos pelos paises importadores, em especial a Unido Europeia que
é o principal destino da producédo nacional de frutas (CARVALHO et al., 2019).

Apesar de enfrentar dificuldades no processo de exportagdo, o setor vem
crescendo e se aproximando do objetivo de arrecadar US$ 1 bilhdo de ddlares em

vendas ao ano. Segundo a Associacdo Brasileira dos Produtores e Exportadores de
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Frutas e Derivados - ABRAFRUTAS em 2019 foram exportadas 980 mil toneladas de
frutas, o que representou um aumento de 16% sobre os valores do ano anterior,
totalizando uma receita de US$858 milhdes de dolares (CARVALHO et al., 2019).
Segundo dados do primeiro semestre de 2021, as principais frutas exportadas segundo
classificacdo baseada nos valores de arrecadacdo, foram: manga (US$79.987.120),
macd (US$69.837.279), limdo (US$63.173.546), meldo (US$52.961.560) e uva
(US$46.947.744) (AGROSTAT/MAPA, 2021). A producdo nacional de frutas esta
concentrada em oito estados, sdo eles: S&o Paulo (40,5%), Bahia (13,0%), Minas
Gerais (6,9%), Rio Grande do Sul (5,1%), Para (4,4%), Santa Catarina (3,6%), Parana
(3,5%) e Pernambuco (3,2%) (GERUM et al., 2019). O Vale do Séo Francisco
aparece como principal polo de produgdo de frutas no pais, sendo responsavel por
quase toda producéo de mangas e uvas enviadas para exportacdo (CARVALHO et al.,
2019).

Um dos maiores impasses que o Brasil enfrenta na ampliacdo do mercado de
exportacdo de frutos in natura sdo as barreiras quarentenérias impostas pelos paises
importadores que visam a protecdo contra a introducdo e disseminagdo de pragas,
dentre elas, principalmente as moscas-das-frutas, o que as tornam um grande
obstaculo econémico (MALAVASI, 2000; PINHEIRO et al., 2009). Diante desse
cenario, 0s semioguimicos surgem como uma alternativa de controle comportamental
para a atual demanda do setor agricola, que busca uma producéo livre de pragas, mas
que também atenda os niveis de residuos de agrotoxicos estabelecidos pelos
consumidores (WITZGALL et al., 2010; DAMOS et al., 2015).

Comunicacao quimica

A ecologia quimica é uma éarea de estudo interdisciplinar que envolve os
aspectos ecoldgicos e quimicos da interacdo entre os individuos, e da interacdo deles
com o meio ambiente (TRIGO et al., 2000). Os insetos sdo capazes de se comunicar
atraves da interpretacdo de sinais visuais, mecanicos (acustico e tacteis) e quimicos
(LEWIS, 1984; GREENFIELD, 2002). A comunica¢do quimica ocorre através dos
semioquimicos, também denominados como sinais quimicos, sdo compostos que
quando presente no ambiente sdo capazes de incitar uma alteracdo comportamental
e/ou fisioldgica no individuo receptor (ZARBIN, 2001; ZARBIN & RODRIGUES,
2009). Outra terminologia usada para esses compostos € a de infoquimicos, proposta
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por Dicke e Sabelis (1988), em que a classificacdo € baseada nos custos e beneficios
da interacdo para ambos os organismos, atualmente utilizada na subclassificacdo dos
aleloquimicos. A comunicacdo estabelecida através desses compostos quimicos,
geram diversas respostas comportamentais nos insetos, como fuga, defesa contra
predadores, encontro de alimento, parceiro para copula e local para oviposicgéo.

Os semioquimicos sdo classificados em dois grupos: feromonios e
aleloquimicos (Figura 6). Os feromdnios sdo mediadores de comunicagao
intraespecifica, sendo assim espécie-especifico. Ja os aleloquimicos sdo mediadores
de comunicacdo interespecifica (ZARBIN & RODRIGUES, 2009).

SEMIOQUIMICOS

QUAL O TIPO DE
INTERAGAO?

l

'"Ti“s':ggi‘l’: I'g‘:E“' INTERAGAO INTRA-
ESPECIFICA

|

Figura 6 - Esquema da classifica¢do dos semioquimicos.
Fonte: Adaptado de Zarbin et al., 2009.

Os feromonios podem ser do tipo preparador e desencadeador. O preparador atua
na fisiologia e desenvolvimento do animal de forma prolongada, ja o desencadeador,
gera mudancgas comportamentais rapidamente, podendo atuar como alarme, atraente
sexual, disperséo, agregacdo, marcacao de trilha, marcacao de territorio etc. (VILELA
& DELLA LUCIA, 2001; CORREA & SANTANA, 2001). Em machos do género
Anastrepha, o feroménio liberado pelos mesmos atuam na atracdo de fémeas e
machos durante o comportamento de agregacdo (leks) e corte, sendo assim,
classificado como agregador (LIMA-MENDONCA et al., 2014). E possivel observar

0 uso de feroménio de marcacgdo liberado ap6s a oviposi¢do por moscas-das-frutas
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(Feromdnio Marcador de Hospedeiro - HMP), que indica para as fémeas coespecificas
que o fruto ja esta infestado, levando essas a evitar 0 mesmo sitio de postura devido a
competicdo larval e riscos para o desenvolvimento saudavel da prole (DIAZ-
FLEISCHER et al., 2000; EDMUNDS et al., 2010; SILVA et al., 2012; BIRKE et al.,
2013; BENELLI et al., 2014). Um fato interessante, € que esses compostos também
podem ser reconhecidos por outras espécies do mesmo grupo, caso observado no
trabalho com A. ludens, A. obliqua e A. serpentina (ALUJA & DIAZ-FLEISCHER,
2006), e nessas situacBes o composto seria classificado como um aleloquimico, por
intermediar a comunicacgdo entre espécies distintas. Os aleloquimicos possuem uma
subclassificacdo de acordo com os efeitos para as espécies envolvidas na interacéo.
Os cairoménios sdo compostos que beneficiam apenas a espécie receptora,
comumente s&o sinais utilizados na localizagdo de hospedeiros e presas, 0s alomonios
sdo compostos que beneficiam apenas o emissor, como 0s de defesa e 0s sinomonios
sdo compostos que beneficiam ambos (FRANCKE & SCHULZ, 1999; ZARBIN &
RODRIGUES, 2009). Uma classe de aleloquimicos com raros casos, S0 0S
apneumonios, compostos emitidos por uma fonte ndo viva, causando resposta
comportamental benéfica no individuo receptor, porém, prejudicando as demais
espécies que possam estar associadas a essa fonte (EL-GHANY, 2019).

As plantas hospedeiras liberam substancias quimicas volateis que atuam como
atrativos para os insetos, levando a efeitos distintos no comportamento, tais como:
efeito arrestante, que para ou torna lento 0 movimento do animal; excitante, que induz
a oviposicdo; e o estimulo alimentar, que promove a alimentacdo (RAGA &
GALDINO, 2016). Esses compostos quimicos podem ser liberados por estruturas
diversas da planta como folhas, frutos ou flores. A composicdo dos volateis possui
uma variacdo na sua quantidade e concentracdo a depender do estagio fenoldgico que
a planta se encontra, influenciando a percepcéo e resposta comportamental dos insetos
que a utilizam como recurso (MACKU & JENNINGS, 1987; DIAZ-FLEISCHER et
al., 2000). Frutos verdes possuem maior concentracdo de alcoois e aldeidos, enquanto
0s maduros possuem mais ésteres, processo intensificado pela agdo de
microrganismos (MACKU & JENNINGS, 1987; NOUT & BARTELT, 1998). Os
atrativos do tipo alimentar, podem ser elementos nutritivos de plantas ou elementos
secundarios sem funcéo fisioldgica conhecida, tais como terpenos, glicosideos, fenais,
alcaloides etc., (GALLO et al., 2002).
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Para essas espécies de moscas-das-frutas, assim como para 0os demais insetos
holometabolos, a selecdo da planta hospedeira para oviposicao é uma etapa de grande
importancia para o ciclo de vida e manutencgéo da populacédo, pois o desenvolvimento
das larvas e sobrevivéncia de uma prole com condicBes de dar sequéncia a espécie
depende diretamente dos recursos nutricionais provenientes do hospedeiro
selecionado pela fémea, dada a impossibilidade do imaturo obter outra fonte
nutricional (SINGER, 1986; ZUCOLOTO, 2000; WETZEL et al., 2016). O estudo
dos aspectos comportamentais associados ao encontro e avaliagdo do hospedeiro
torna-se entdo de grande importancia para compreensdo da interacdo entre insetos e
plantas (JOACHIM-BRAVO et al., 2001).

Estéo entre os aspectos associados a escolha do fruto hospedeiro pela fémea no
momento da oviposicdo, a cor, a forma, o tamanho, o estagio de maturagdo, a
presenca de outras posturas e compostos volateis liberados pela planta, sendo esse
altimo um dos mais importantes (EDWARDS & WRATTEN, 1981; ALUJA &
PROKOPY, 1992; MCINNIS, 1989; SCHEIRS & DE BRUYN, 2002). Os volateis
liberados pela planta hospedeira podem ser incorporados pelos insetos durante seu
desenvolvimento no fruto, alimentacdo ou inalacdo, e podem atuar como percussores
do ferom6nio sexual de machos, além de terem efeito sinérgico de atracdo para
fémeas quando associados ao feromonio (LANDOLT, 1997).

Adultos de tefritideos sdo capazes de identificar compostos volateis da planta
hospedeira a uma grande distancia, o que permite a localizacao e o direcionamento até
a planta (ALUJA & PROKOPY, 1992). Apos localizar o fruto hospedeiro, volateis de
deterréncia ou atracdo presente no fruto irdo influenciar no uso do mesmo como local
de oviposicao, assim como acontece na alimentacdo dos adultos (MEDEIROS et al.,
2008; IOANNOU et al., 2012). Muitos tefritideos possuem preferéncia por frutos
semi-maduro ou totalmente maduros para oviposicdo por eles possuirem um bom
nivel nutricional para desenvolvimento dos imaturos, além de baixo teor de
metabolitos secundéarios (BIRKE & ALUJA, 2018). Os volateis de maior relevancia
envolvidos nessa sinalizacdo podem ser subdivididos em trés categorias: 1- volateis
liberados por folhas e frutos verdes, de qualquer espécie de planta; 2 - volateis
emitidos por frutos em maturagdo e 3 - feromonios sexuais masculinos, volateis de
frutas podres e outras fontes de alimento, além dos volateis especificos associados a
interacdo com espécies de moscas-das-frutas que apresenta especializacdo de
hospedeiros (ALUJA & MANGAN, 2008).
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Existe uma grande variedade de compostos volateis liberados pelas espécies
hospedeiras de tefritideos, sendo principalmente terpendides, alcoois, aldeidos, ésteres,
fenilpropanoides, acidos e compostos de enxofre (QUILICI et al., 2014). O trabalho
desenvolvido por Siderhurst e Jang (2006) encontrou a presenca dos compostos,
acetato de geranila, acetato de etila, metil-eugenol, hexanoato de etila, acetato de
linalila que geraram respostas de atratividade para Bactrocera dorsalis.

A percepcdo dos volateis liberados pelas plantas e por outros organismos
ocorre por meio das suas antenas, estrutura presente na regido da cabeca que é
especializada na captura estimulos olfativos e mecanicos, assim como, na
interpretacdo desse estimulo quimico, sendo capaz de discriminar a composicao,
isomeria e concentracdo de uma mistura (MALO et al., 2005; MORAES et al., 2008).
Essa percepcdo ocorre por meio de sensilas presente nas antenas, mas também ¢
encontrada em menor numero em outras regides do inseto, como maxila, palpos
labiais, tarsos e ovipositor (ZACHARUK, 1980; BRUYNE & BAKER, 2008). As
sensilas presentes em uma antena podem ser quimiorreceptoras, termorreceptoras,
higrorreceptoras e mecanorreceptoras (GUIDOBALDI et al., 2014). As sensilas
quimiorreceptoras possuem cuticula porosa que atuam no reconhecimento, captura de
sinais quimicos e transmissao da resposta aos neurdnios sensoriais olfativos - OSNs,
através do transporte realizado por moléculas de ligacdo de odorantes - OBDs
(ZACHARUK, 1980; STENSMYR, 2004; HANSSON & STENSMYR, 2011,
ZHENG et al., 2014; REINECKE & HILKER, 2018). A grande sensibilidade da
antena dos insetos na percepcdo de compostos tornou possivel o uso dessa estrutura
em bioensaios de eletroantenografia - EAG, que posteriormente foi associado ao
detector GC - DIC permitindo identificar quais substancias geram resposta de
despolarizacdo na antena e que podem ter potencial de atividade biologica através de
analise por CG -EAG para serem utilizadas como semioquimicos (MILET-
PINHEIRO et al., 2015; YEW & CHUNG, 2015).

A identificacdo de cairomonios da planta hospedeira que possuam efeito de
atracdo e/ou sinergismo sobre as espécies praga sdo de extrema importancia para
aplicagdo de semioquimicos no manejo integrado de pragas (MIP), uma abordagem
que gera menos impactos ambientais por usar compostos que serdo aplicados em
pouca quantidade, que se degradam naturalmente, atoxicos, ndo poluentes e

especificos para espécies-alvo, sendo assim, ndo afeta os demais insetos associados ao
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sistema, mantendo o equilibrio ambiental (GOULART, et al., 2015; RIFFEL &
COSTA, 2015; SEGURA et al., 2018).

Planta Hospedeira

A amendoeira-da-praia (Terminalia catappa Linn) pertence a familia
Combretaceae, classe Magnoliopsida, é conhecida popularmente como chapéu-de-sol,
sete copas, castanheira, guarda-sol etc. Essa espécie € originaria da Asia e esta
distribuida especialmente na India, Filipinas e Indonésia, mas possui ampla
distribuicdo em regides de clima tropical e subtropical, principalmente em areas
litoraneas da América Central e do Sul, como também em ilhas do Caribe. No Brasil,
essa espécie exatica se encontra bem adaptada a regido costeira do Nordeste devido a
sua resisténcia a salinidade, ventos fortes, alta luminosidade e escassez de agua doce
(LORENZI, 2003; RICHARDSON & REJMANEK, 2011; TANG, 2012; MARQUES
et al., 2012). As arvores sdo de grande porte com tamanho médio de 25 a 45 metros
de altura, folhas grandes e copa ampla e densa. O fruto é classificado como carnoso e
indeiscente, possui coloracdo variando entre verde a vindcea, e 0 periodo de
frutificacdo no Brasil ocorre entre 0s meses de novembro e mar¢o (THOMSON &
EVANS, 2006; IVANI et al., 2008). A avaliacdo fisico-quimica da composi¢do
nutricional do fruto indicou riqueza de lipideos (52,85%) e proteinas (37,99%), e
baixo percentual de carboidratos (3,56%) (DE SOUZA et al., 2016).

Diversos estudos vém apontando a associacdo entre as moscas-das-frutas e a
amendoeira-da-praia, tanto no Brasil quanto em outros locais do mundo. O estudo de
Nascimento e Carvalho (2000) traz que C. capitata se sobrepds as espécies de
Anastrepha na area urbana da regido do Vale do S&o Francisco (Juazeiro/Petrolina)
devido a presenca da amendoeira-da-praia. Alvarenga e colaboradores (2021) também
relataram a presenca de C. capitata em frutos da amendoeira coletadas em trés
cidades de Minas Gerais. A mesma interacdo foi observada na area urbana de
Aguidauana - MS por Rodrigues e colaboradores (2006). No estado de Sdo Paulo ha
registro realizados por Raga (2005) da presenca de C. capitata e A. fraterculus
associadas a essa planta. No estado do Amazonas a espécie registrada foi a A. obliqua,
segundo Silva (1993). Em uma publicacdo recente Rasolofoarivao e colaboradores
(2021) relataram o uso da amendoeira como planta hospedeira para a Bactrocera
dorsalis em Madagascar. A interacdo entre B. dorsalis e T. catappa foi estudada por

Siderhurst e Jang (2006a,b) por meio de uma abordagem quimica com o uso de
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volateis do fruto testados em fémeas pelos bioensaios de GC-EAG, tunel de vento e
olfatometria.

Produtos comerciais como atrativos para moscas-das-frutas

O monitoramento de uma cultura € uma prética indispensavel para que se possa
obter dados seguros sobre quais pragas e doencas incidem no local, qual a dindmica
populacional e a eventual presenca de inimigos naturais (FILHO et al., 2009). Essas
informacdes servirdo de base para o planejamento, execucdo e avaliacdo da eficacia
do manejo de pragas (MENDONCA et al., 2003). O sucesso no monitoramento de
tefritideos esta associado a disponibilidade de bons atrativos e armadilhas (RAGA et
al., 2006; LASA et al., 2014). As armadilhas mais comuns nessa pratica sdo a
McPhail, Jackson, adesiva e Steiner (SOBRINHO et al., 2001). O modelo McPhail
usa atrativo no seu interior, normalmente sdo atrativos alimentares como proteina
hidrolisada, suco de frutas, melago de sorgo, melago de cana, vinagre de vinho,
vinagre de laranja, mas também pode ser atrativo sexual (LIMA et al., 2001; NAVA
& BOTTON, 2010; ARIOLI et al., 2018). Dentre os atrativos comerciais disponiveis
no Brasil, estdo o Bioanastrepha®, Biofruit®, Cera Trap®, Anamed®, Gelsura®,
Flyral®, Isca Samaritd® e Torula® (ARIOLI et al., 2018). A prética de
monitoramento deve ser realizada com o uso de atrativos efetivos, confidveis e de
baixo custo (SCOZ et al.,, 2006). Além de atuarem como atrativos para o
monitoramento, esses compostos podem ser associados a iscas toxicas, agindo como
uma ferramenta de controle (KOVALESKI et al., 2000). Frente a necessidade de
reduzir o uso de agrotoxicos nas plantacdes, vem-se pensando em métodos
alternativos de controle, como o uso de extratos com atividades inseticidas (BALDIN
et al, 2007). Esses extratos podem ser produzidos por diversos métodos de extracéo,
incluindo a maceracdo do substrato vegetal e extragdo com solvente organico de
polaridade variada (PAVELA, 2016). O ANAMED® (ISCA), é um exemplo de
atrativo de moscas-das-frutas que possui em sua composicdo extratos vegetais de
frutas e estimulantes de alimentagdo (BOTTON et al, 2012), indicando que a
associagdo com compostos da planta hospedeira potencializam a eficacia de
atratividade.

Os extratos sdo preparacdes obtidas de material vegetal ou animal, que podem
estar no estado sélido, liquido ou intermediario (BALOGH, 2011). Ja os extratos

glicolicos vegetais sdo produtos do processo de maceracdo da planta seguida por
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extracdo com um solvente hidroglicélico (DE LIMA et al., 2020). As esséncias sdo
compostos produzidos de forma artificial que visam imitar o cheiro/sabor de alguma
coisa (SCHULTZ et al., 1967). O uso de esséncia artificial de fruta foi avaliado na
captura e monitoramento de D. suzukii e obteve bons resultados (KHAN et al., 2019).
Diante da importancia dos compostos volateis da planta no processo de orientacdo das
moscas-das-frutas até o hospedeiro (ALUJA & PROKOPY, 1992; MIYAZAKI et al.,
2018), 0 uso de extrato e esséncia de planta hospedeira s& uma alternativa de
atrativos que podem ser utilizados sozinhos ou em associagdo com outros compostos

em armadilhas no monitoramento e controle dessa praga.
Técnicas de extracao e identificacdo de compostos volateis

Os estudos de ecologia quimica se utilizam das técnicas de extracdo e
identificacdo para elucidar quais os compostos volateis sdo empregados na
comunicacdo quimica. As técnicas de extracdo apresentam grande importancia na
coleta de informacdes analiticas de qualidade, permitindo o isolamento dos analitos de
interesse (RAYNIE, 2006), principalmente em anélises de perfil de compostos
volateis, j& que esses sdo encontrados em misturas complexas de baixa concentragéo
(SORIA et al., 2015). A técnica de aeracdo, também denominada de “headspace”
dindmico consiste na passagem de um fluxo de gas inerte de forma continua pela
camara onde se encontra a matriz (sélida ou liquida) de interesse. Esse gas ira carrear
os volateis liberados pela amostra até o polimero adsorvente contido em um tubo
presente na saida do sistema, no qual as moléculas ficardo aprisionadas. A dessor¢édo
desses compostos é feita com auxilio de solventes de alta pureza, tais como: hexano,
diclorometano, éter (ZARBIN et al., 1999; SORIA et al., 2015). A microextracdo em
fase solida (Solid phase microextraction) — SPME, é uma técnica de extracdo e pré-
concentracdo de analitos que utiliza uma fibra Otica de silica fundida revestida por
polimeros adsorventes, que irdo atuar na extracdo dos analitos através da imersdo da
mesma na amostra ou no “headspace”. Essa abordagem ndo utiliza solventes ¢ possui
alto poder de concentracdo, facilitando as analises de compostos em baixa
concentracdo (VALENTE & AUGUSTO, 2000). Apds a etapa de extragdo, inicia-se a
identificacdo dos compostos presentes na amostra. Esse processo é realizado pela
técnica de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM). A
cromatografia gasosa é aplicada na separacdo e quantificagdo dos compostos
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presentes na amostra, € amplamente utilizada em diversas areas de estudo devido a
sua sensibilidade e rapidez, que permite a analise de amostras em quantidades
diminutas, como € o caso dos semioquimicos (COLLINS et al., 2006). A
espectrometria é aplicada na identificacdo através do uso de dados de ionizacdo da
amostra, que gera informacdes de massa e carga dos analitos posteriormente usada na
sua identificacdo (CHIARADIA et al., 2008).

Técnica de eletroantenografia acoplada a cromatografia gasosa

Os insetos utilizam suas antenas como guia na interpretacdo de sinais
do ambiente, de forma que possa encontrar alimento, parceiros para cépula,
hospedeiros, etc. O inovador estudo realizado com o bicho da seda (Bombyx mori) foi
0 pioneiro na aplicagdo dessa técnica, eles perceberam que seria possivel identificar a
percepcdo do inseto aos estimulos olfativo através da antena (ZARBIN et al., 1999).
A sensibilidade e acuracia dessas estruturas permitiu o0 uso das mesmas em bioensaios
de eletroantenografia - EAG (electroantennographic detection), equipamento que
posteriormente foi associado ao cromatégrafo gasoso - GC - EAG (DIC)
possibilitando identificar as substancias que eliciaram resposta da antena (MILET-
PINHEIRO et al., 2015; YEW & CHUNG, 2015). A obtencdo desses dados ocorre
devido as caracteristicas do equipamento, que divide a amostra em dois fluxos, um
sendo direcionado para o DIC e outro para 0 EAG, como eles ocorrem
simultaneamente é possivel identificar para qual composto a antena respondeu
(ZARBIN et al., 2001).
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Avaliar a atratividade de volateis do fruto de amendoeira e de extrato e

esséncia de uva para trés diferentes espécies de moscas-das-frutas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Identificar o perfil de volateis liberados pelo fruto da amendoeira-da-
praia (Terminalia catappa) e a resposta eletrofisioldgica dos volateis desse
extrato para fémeas sexualmente maduras de trés espécies de moscas-das-

frutas: A. fraterculus, A. obliqua e C. capitata.

Identificar e comparar o perfil de volateis do extrato glicdlico de uva,
esséncia de uva e uva (Vitis vinifera) e averiguar o potencial de
atratividade do extrato glicolico de uva e esséncia de uva para machos e

fémeas de A. fraterculus em bioensaio de arena de vidro.
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METODOLOGIA GERAL
Criacgao artificial de moscas-das-frutas

O material bioldgico utilizado nos experimentos desse estudo foi proveniente
da criacdo (Figura 7), mantida no Laboratério de Ecologia Comportamental de Insetos
(LECI), localizado no Instituto de Biologia, da Universidade Federal da Bahia
(UFBA). A linhagem de A. fraterculus (morfotipo Brazil-1) é proveniente da criagdo
mantida na Embrapa Clima Temperado, e foi coletada na cidade de Bento Gongalves -
RS (29°10' 15” S, 51°31' 08" O). A fase larval da mesma ¢ mantida em dieta artificial
de cenoura, sendo a coleta dos ovos feita com auxilio de um dispositivo de oviposicao
(TANAKA et al., 1969; FINNEY, 1956).

Foto: Bianca Almeida.

Figura 7 - Criagdo artificial de moscas-das-frutas.

A criagdo de Ceratitis capitata é mantida em dieta artificial a base de levedura
(CARVALHO et al, 1998) e a linhagem usada neste estudo estd adaptada em
laboratdrio ha aproximadamente 20 anos.

A Unica criacdo usada nesse trabalho que ainda é mantida em fruto hospedeiro
é a de Anastrepha obliqua, proveniente da cidade de Cruz das Almas - BA (12° 39'
11" S 39° 7' 19" O), utiliza-se a manga como substrato de oviposi¢do e criacdo das
larvas. As variedades usadas na criacdo sdo Tommy Atkins ou Rosa, nos estagios de

maturacdo verde ou semi-maduro.
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Os adultos de todas as espécies utilizadas foram mantidos sob condicbes
controladas de acordo com a metodologia estabelecida pela FAO/IAEA (Seibersdorf,
Austria) (VERA et al., 2006), em gaiolas de polietileno (27 cm x 40 cm x 33 cm)
adaptadas com auxilio de tecido “voil”, providas com 4gua e dieta artificial a base de
acucar e extrato de levedura (BIONIS YE MF®, BIORIGIN) na proporcdo (3:1)
(SILVA-NETO et al., 2012).

Coleta de volateis

Os frutos utilizados na produgéo do extrato hexanico da amendoeira-da-praia
foram coletados no estagio maduro em arvores localizadas no bairro de Ondina,
Salvador — BA (12° 58' 16" S 38° 30" 39" O), no periodo de frutificacdo da espécie,
entre 0s meses de dezembro de 2019 e janeiro de 2020. Logo apds a coleta, os frutos
foram levados ao laboratorio onde passaram por processo de higienizacdo, primeiro
com lavagem por agua corrente, seguida por secagem do excesso de dgua com papel
toalha. Posteriormente, foram pesados e separados em porcdes de 250g, armazenados
em potes plésticos com tampa, e por fim, acondicionados no freezer até o momento de
uso. Foi necessario armazenar os frutos devido a indisponibilidade de encontra-los em
outros periodos do ano. Essa mesma abordagem foi usada no trabalho de Siderhurst e
Jang (2006), que também utilizou a amendoeira-da-praia.

A técnica utilizada para coletar os volateis dos frutos da amendoeira-da-praia
foi headspace dindmico, também denominada aeracdo (Figura 8) que consiste na
passagem de um fluxo de ar sobre a matriz para a captura dos volateis. Esse sistema
foi montado com auxilio de uma cuba de vidro com capacidade de 5L, que possui
duas canaletas para manter o fluxo de ar, uma localizada na parte inferior para entrada
e outra na parte superior da tampa para saida. O fluxo do sistema foi estabelecido por
uma bomba de vacuo compressor (Modelo - CSA - 6,5/SCHULZ S. A®), e mantido
no volume de 1L/min com auxilio de um fluxémetro (KEY INSTRUMENTS®) pelo
periodo de 24 horas, com temperatura ambiente + 25 °C. Inicialmente, ao sair da
bomba o fluxo de ar passa por um filtro composto por carvédo ativo granulado (1-
2mm), peneira molecular e 13 de vidro para que o ar do sistema esteja completamente
isento de contaminacdo. Utilizou 2509 de amostra para realizacdo dos testes de

delineamento do tipo de polimero adsorvente e volume de solvente, e posteriormente,
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para producdo dos extratos a serem aplicados no bioensaio de EAG utilizou-se 5009

de amostra, afim de se obter um extrato com maior concentracdo de volateis.

Foto: Autora, 2021.
Figura 8 - Sistema de headspace dinamico utilizado na coleta dos volateis

dos frutos da amendoeira-da-praia.

Na saida do sistema foi utilizado um tubo com polimero adsorvente (200 mg)
do tipo TDU com composicdo de Tenax TA/Graphitized Carbon/Carboxen 1000
(MARKES INTERNATIONAL®). Esse dispositivo adsorvente foi conectado a uma
bomba de vacuo utilizada para retirar o fluxo de ar, configurando um sistema do tipo
push-pull. Os compostos retidos no polimero foram eluidos com 1,5 mL hexano com
pureza de 95% (UItimAR®). Apos eluigdo, o extrato foi exposto a um fluxo minimo
de nitrogénio (99,9%) com objetivo de concentrar (Figura 9) a amostra para o volume
final de 0,2 mL. As amostras foram armazenadas no freezer a -18 °C até o momento
de uso nas anélises CG-EM e CG-EAG.
Teste para escolha do polimero adsorvente

A principio foi realizado testes preliminares para escolha do tipo de polimero
adsorvente, foram eles: Tenax TA, Tenax GR/Carbopack B e Tenax TA/Graphitized
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Carbon/Carboxen 1000 (Figura 10), todos provenientes do mesmo fabricante
(MARKES INTERNATIONAL®). No experimento teste foi usado 250g de
amendoeira-da-praia, submetidas a aeracdo por 24 horas, conduzido nos parametros
citados anteriormente no tépico 3, com fluxo de 1L/min, um tubo de cada modelo foi
instalado na saida do sistema, ao fim desse periodo, realizou-se a dessor¢do com 1,5
mL de hexano HPLC.

Determinagéo do volume de solvente

Para determinar o volume de solvente a ser utilizado na producéo do extrato, também
foi realizado testes preliminares conduzido nas mesmas condic¢des de peso da amostra
e parametros de aeracdo do tdpico Coleta de volateis. O adsorvente escolhido para
esse teste foi 0 Tenax TA/Graphitized Carbon/Carboxen 1000, por ter apresentado
melhor resposta quanto aos demais. Estabeleceu-se trés volumes de solventes a serem
testados: 1,0 mL, 1,5 mL e 2,0mL para eluicdo dos compostos retidos no adsorvente
apés o termino da aeragao.

Foto: Autora, 2021.

Figura 9 - Amostra de extrato sob fluxo de nitrogénio para concentracéo.

Os extratos produzidos nos testes preliminares de escolha do adsorvente e
volume de solvente foram analisados por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas CG — EM (MODELO QP2010 PLUS, SHIMADZU®,

JAPAN), conforme os parametros de andlise descritos no topico analises, onde se
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avaliou quais tratamentos resultavam em extratos com maior concentracdo de
compostos

Amostras de volateis para CG — EAG

Para a realizacdo dos testes de eletroantenografia, o extrato foi produzido com
5009 de amendoeira-da-praia e apenas um tubo adsorvente Tenax TA/Graphitized
Carbon/Carboxen 1000, sob as mesmas condigdes de fluxo de ar, volume de solvente,
tempo de aeracdo ja citadas anteriormente. Os compostos retidos no polimero foram
eluidos com 1,5 mL hexano HPLC. Apos eluicdo, o extrato foi exposto a um fluxo
minimo de nitrogénio (99,9%) com objetivo de concentrar (Figura 9) a amostra para o
volume final de 0,2 mL. Os extratos foram armazenados no freezer a -18 °C até o
momento das analises conduzidas no CG-EAG seguindo os parametros de analise no
topico 6. O aumento de massa da amostra aerada para producdo do extrato foi
necessario — para melhor conducdo das andlises por CG-EAG. Nessa etapa
priorizamos por uma amostra com boa concentragdo de compostos para garantir a

possivel resposta da antena.

Foto: Autora, 2021.
Figura 10 - Tubos adsorventes tipo TDU. A - Tenax TA; B - Tenax TA/Graphitized Carbon/Carboxen
1000; C - Tenax GR/Carbopack B.

Extracdo de compostos volateis por SPME

A técnica utilizada para coletar os compostos volateis dos produtos comerciais
e da amostra de uva utilizados nesse trabalho foi a microextragdo em fase sdlida no
modo headspace (HS-SPME). Foram estabelecidos trés tratamentos: extrato glicolico
de uva (PEPTER PAIVA - EXCLUSIVIDADES ARTESANAIS®), esséncia de uva
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(CALIMAN’S COM. DE ARTESANATO®) ¢ uva da variedade Thompson in natura.
A extracdo dos compostos da uva foi realizada com o objetivo de comparar o perfil de
voléateis do produto natural e dos compostos comerciais de uva.

Para os tratamentos liquidos, 10 mL de amostra foi inserida em um vial de
vidro com capacidade total de 20 mL, e para o tratamento sélido utilizou-se 4g de
amostra macerada. Adicionou-se ao sistema uma barra de agitacdo magnética. Apos
vedado, o vial foi inserido em um bloco de aquecimento de aluminio (4 cm de altura
por 14 de diametro) e mantido sobre uma placa de aquecimento (IKA® C -MAG HS
7) a 80 °C, por 30 min, com agitacao de 300 rpm (Figura 11).

A fibra usada para extracdo dos volateis foi a Carboxen/PDMS de 75 pm
(SUPELCO®). Ao final do periodo de extracdo, a fibra foi inserida no injetor do
cromatdgrafo onde permaneceu por 3 min a 250 °C para que ocorresse a dessor¢do

dos compostos volateis. Realizou-se trés réplicas para cada tratamento.

Foto: Autora, 2021.

Figura 11 - Extragdo de compostos volateis pela técnica de SPME. A - suporte fibra; B - vial com
amostra; C - bloco de aluminio e D - Placa de aquecimento.
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Analises CG - EM

Os extratos hexénicos de améndoa, extrato glicolico de uva, esséncia de uva e
uva Thompson foram analisados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas CG — EM (MODELO QP2010 PLUS, SHIMADZU®, JAPAN) (Figura 12),
utilizando uma coluna capilar modelo HP-5MS (5% - fenilmetilpolissiloxano, 30.0 m
x 0.25 mm LD x 0.25 um, RESTEK®, BELLEFONTE, USA). Utilizou-se hélio
(99,999%) como géas de arraste. O método de andlise do extrato de améndoa-de-praia
seguiu 0s seguintes parametros: temperatura inicial de forno a 40 °C (mantida por 10
min), aquecendo a uma velocidade de 0.5 °C min™! até 42 °C, 5.0 °C min! até 80 °C,
5.0 °C min™! até 100 °C, 8.0 °C min™! até 230 °C e por fim, 25.0 °C min! até
280 °C, totalizando uma corrida de 43.85 min. Temperatura do injetor 250 °C, modo
splitless, fluxo de 0.60 mL/min, corte de solvente de 3 min. Para cada anélise foi
utilizada uma aliquota de 1puL da amostra.

Para analise das amostras de SPME utilizou-se o seguinte método: temperatura
de forno a 40 °C (mantida por 2 min), aquecimento de 0.5 °C min™!' até 60 °C,
seguido de aquecimento a 8.0 °C min~! até 175 °C (mantido por 2 min), agquecimento
de 30 °C min~!até 280 °C (mantido por 10 min), totalizando uma corrida de 71.88
min. Temperatura do injetor 250 °C, modo splitless (uva Thompson) e split (extrato
glicolico e esséncia de uva), fluxo de 0.80 mL/min, corte de solvente de 5 min. No

detector de massa a temperatura da linha de transferéncia e da fonte de ions foi de

230 °C, e ionizacdo com impacto de elétrons a 70 eV, para ambos 0s métodos.

|

Foto: Autora, 2021.
Figura 12 - Cromatografo gasoso acoplado a espectrémetro de massa (GC-MS).
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Os compostos das amostras foram contabilizados, registrados e identificados
segundo comparacao de seus espectros de massas e indice de retencdo de Kovats (IK),
com dados disponiveis na biblioteca NIST O08/NIST 08s e para colunas
cromatograficas semelhantes e quando disponiveis com padrdes auténticos (SIGMA-
ALDRICH®) avaliados com sobreposi¢do da analise do padrdo e da amostra. As
solugdes padrdo foram preparadas com hexano grau HPLC, em concentracdes de 100,
10, 5 e 1ppm. O indice de Kovats foi calculado através a injecdo de uma solugéo
padréo de n-alcanos Cs—C2o (SIGMA-ALDRICH®).

Bioensaio de arena

Foram realizados bioensaios de arena com machos e fémeas da espécie
Anastrepha fraterculus com objetivo de avaliar o potencial de atragdo dos compostos
comerciais, extrato glicélico e esséncia de uva, e o efeito do status sexual (virgem ou
copulado) do inseto sobre a resposta atrativa. Os testes foram realizados em gaiolas de
vidro, denominadas “arena”, com as seguintes dimensdes (30cm altura x 30cm largura
x 45cm comprimento). Na parte superior a gaiola foi tampada com tecido tipo voil,
que permite a ventilacdo do ambiente, assim como 0 manuseio para insercdo dos

insetos (Figura 13).

Foto: Autora, 2021.

Figura 13 - Bioensaio de arena, com duas armadilhas, uma contendo o atrativo e

outra com o controle, no centro da gaiola um copo com algoddo embebido em agua.
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Para esses testes, foram criadas armadilhas adaptadas com garrafas PET de
250 mL (Figura 14), todas padronizadas na cor verde. Para estipular o volume dos
tratamentos a serem testado foi feito um calculo de regra de trés, levando em
consideracdo que em uma armadilha tradicional modelo McPhail de 500 mL, utiliza-
se 200 mL atrativo, chegamos ao valor de 10 mL para nossa armadilha adaptada.
Nessas gaiolas foram posicionadas duas armadilhas, em pontos equidistantes, uma
contendo o tratamento na concentragdo 100% e outra contendo o controle. Como
controle foi utilizado agua nos testes com extrato glicélico e alcool nos testes com
esséncia. Essa variacdo de tratamento controle deu-se pela necessidade de usar um
solvente que conseguisse diluir os compostos comerciais, de forma a testa-los em
outras concentracdes futuramente. As armadilhas foram fixadas na parte superior da
gaiola com o auxilio de um barbante. Foi disponibilizado um copo com algodéo
embebido em agua. Em cada arena, foram liberados 10 insetos (macho ou fémea),
com idade entre 5 - 10 dias (virgens) e 15 - 20 dias (copulados), onde permaneceram

por 24 horas, com temperatura £ 25 °C, umidade + 70% e luminosidade natural.

llustragdo: Tais Amorim.

Figura 14 - Desenho esquematico do modelo de armadilha de garrafa PET adaptada utilizada

no bioensaio de arena.

Apbs esse periodo, as moscas capturadas por cada tratamento eram
contabilizadas para posterior analise estatistica. Utilizou-se um design experimental
de blocos completos, onde cada réplica contava com 3 gaiolas, que foram

consideradas como sub-réplicas. Realizou-se 5 réplicas para cada atrativo, sexo e
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status sexual. Os dados foram analisados pelo modelo linear generalizado misto

(GLMM). A significancia foi avaliada através do “Type Il Wald chi-square tests”

(0=0,05). As analises foram realizadas no Rstudio (https://www.r-project.org/), com
uso dos pacotes Ime4 e car (BATES et al, 2012; FOX et al, 2012).

Bioensaio de eletroantenografia

Os testes de eletroantenografia foram realizados com o objetivo de identificar
quais 0s compostos presentes no extrato de améndoa-de-praia apresentariam resposta
de despolarizagdo para as trés espécies de moscas-das-frutas testadas (A. fraterculus,
A. obligua e C. capitata).

Para realizacdo desses testes, utilizou-se um cromatdgrafo gasoso com detector
de ionizagdo de chama (GC - 2010 - PLUS, SHIMADZU®, JAPAN), equipado com
coluna capilar modelo DB5-MS (5% - fenilmetilpolissiloxano, 30.0 m x 0.25 mm I.D
x 025 pm, RESTEK®, BELLEFONTE, USA), acoplado ao detector
eletroantenografico (SYNTECH®, KIRCHZARTEN, GERMANY). O gas utilizado
para arraste foi o hélio (99,999%), no fluxo de 0.62 mL/min. As configuracdes de
método para os testes com extrato de améndoa-de-praia foram as mesmas descritas
anteriormente no topico 4. Em cada andlise utilizou-se 1pL de extrato no modo
“splitless”. Apods injegdo da amostra no CG o fluxo do equipamento é divido em duas
partes, uma sendo direcionada ao DIC para deteccdo dos compostos e a outra
direcionada para antena.

A programacdo do médulo controlador de estimulos de ar (CS - 55) foi 0,5
segundos de duracdo de pulso, fluxo de pulso e fluxo continuo a quatro hashtags
(#####). O mddulo controlador de temperatura da linha de transferéncia (TC - 02) foi
mantido a 200 °C. Ao sair do sistema o fluxo de ar passava por um umidificador e
seguia para antena.

As fémeas de todas as espécies utilizadas nesse bioensaio estavam
sexualmente maduras, com idade superior a 20 dias. Inicialmente, 0 inseto a ser
testado era levado ao freezer com auxilio de um tubo de ensaio, onde permanecia por
aproximadamente 1 minuto, ou até atingir o estado de dorméncia. Esse procedimento
é realizado com intuito de reduzir o estresse fisiologico do inseto e facilitar a remocéo

da area a ser testada.
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Posteriormente, a cabeca do inseto foi excisada do térax com auxilio de uma
pinca, e conectada ao capilar do eletrodo diferente, enquanto a extremidade de uma
das antenas foi inserida no outro capilar (Figura 15), que é conectado ao eletrodo
diferente, associado ao amplificador universal AC/DC probe (SYNTECH®). Essa
conexdo é feita com o auxilio de um estereomicroscopio binocular, adaptado para o
equipamento. Os capilares foram previamente preparados com solucdo salina (KCI)

na concentracdo de 1M.

Foto: Autora, 2021.

Figura 15 - Bioensaio CG-EAG; A - Vista superior do sistema de conexdo da antena; B - Vista
aproximada dos capilares com uma cabeca de moscas-das-frutas conectada a sua extremidade e a ponta

da antena conectada ao outro capilar.

A conexdo era observada pelo software Autospike (VERSAO 3.9). Apds
estabilizagdo da antena, realizava-se um teste PUFF/EAG com 10 uL de hexano para
confirmar se a antena estava responsiva. Se ndo houvesse resposta, ou se a resposta
fosse baixa, a antena era descartada e um novo inseto era preparado para o teste. Cada
espécime era testado uma Unica vez, e a antena esquerda ou direita escolhida
aleatoriamente. Apés confirmagdo da viabilidade da antena, a corrida CG-EAG era
iniciada. Os compostos quimicos dos extratos testados foram considerados ativos

quando geraram despolariza¢do em pelo menos trés antenas.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Testes preliminares de escolha do polimero adsorvente e volume de solvente a

serem empregados na producao do extrato hexanico.

Os testes preliminares, realizados com o objetivo de determinar qual polimero
adsorvente e qual volume de solvente deveria ser empregado na producdo do extrato
hexanico da amendoeira-da-praia, demonstraram que o0 adsorvente Tenax
TAJ/Graphitized Carbon/Carboxen 1000 (MARKES INTERNATIONAL®) (Figura 16)
apresentou melhor resposta quanto aos demais na adsorcdo média de compostos
volateis. O volume de solvente que apresentou melhor resposta foi o de 1,5mL de

hexano (Figura 17).

TESTE TIPO DE ADSORVENTE
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Figura 16 - Comparacdo da area média de adsorcéo de compostos de trés polimeros adsorventes.
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Figura 17 - Comparacdo da area média de dessor¢do de compostos com o uso de trés volumes distintos

de solvente.
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2. Caracterizacdo da composicao quimica dos compostos volateis presente no extrato

da amendoeira-da-praia.

A analise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas CG-
EM dos extratos produzidos a partir da aeracéo de frutos maduros da amendoeira-da-

praia (Figura 18), levou a identificacdo de 72 compostos volateis (Tabela 1).
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Figura 18 - Cromatograma CG-EM do extrato do fruto maduro da amendoeira-da-praia.

Tabela 1 - Compostos volateis identificados no extrato de fruto maduro de Terminalia catappa.

Compostos identificados I Kexp IKiit
1. 1-Penten-3-ol 701 701
2. Heptano? 710 700
3. Tetrahidro-2,5-dimetilfurano 718 727
4. lIsoprenol 736 736
5. Isobutirato de etila 764 765
6. 2-Metil-2-buten-1-ol 772 772
7. Prenol 777 777
8. 3-Hexanona 787 787
9. 2-Hexanona 793 793
10. Hexenal 802 802
11. 2-Hexenal 848 848
12. (E)-2-Hexenal 854 854
13. (E)-2-Hexen-1-ol 870 868
14. 1-Hexanol® 873 872
15. Acetato de isopentila 881 881
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16.
17.
18.
19.
20.
21.

22.
23.

24.
25.

26.
217.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.
37.
38.
39.
40.
41.
42.
43.
44,
45.
46.
47.
48.

Acetato de 2-Metil-1-butila
Acetato de 3-Metil-3-butenil

Heptanal®
2-Butoxietanol
Acetato de amila

Acetato de prenila

Benzaldeido®
1-Octen-3-o0l*
Sulcatona®
[-mirceno?
Hexanoato de etila®
Acetato de hexila
(E)-2-Hexenil acetato
Limoneno®
2-Etilhexanol
[3-cis-Ocimeno
Fenilacetaldeido®

B-trans-Ocimeno

Furano 2-carboxilato de etila

Acetofenona
Cis-linaloloxide
Isoterpinoleno

Linalole
Nonanal®

Isoforona
(2)-Neo-allo-ocimeno
(E,Z)-2,6-Nonadienal
Benzoato de etila
Salicilato de metila
Decanal @

Nerol

B-Citral

Acetato de etilbenzeno

883
888
903
910
926
936
966
985
990
992
999
1017
1020
1027
1032
1041
1044
1052
1057
1067
1075
1089
1100
1105
1122
1134
1159
1175
1196
1207
1232
1246
1050

883
888
902
909
926
929
966
985
989
992
999
1017
1020
1027
1032
1041
1044
1052
1053
1067
1073
1089
1100
1105
1122
1131
1159
1175
1196
1207
1232
1245
1052
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49. Trans-geraniol 1260 1260

50. Citral 1276 1276
51. Acetato de lavandulila 1303 1304
52. Undecanal® 1308 1308
53. Acetato de nonila 1312 1314
54. Acetato de citronelol 1357 1357
55. Eugenol 1365 1365
56. Acetato de geranil® 1387 1387
57. Metileugenol 1409 1409
58. Geranilacetona® 1457 1456
59. B-Farneseno 1461 1461
60. 2,6-di-terc-butilquinona 1476 1472
61. o-Farneseno 1512 1512
62. Elemicina 1562 1562
63. 1-Heptadeceno 1693 1692
64. (E,E)-Farnesol 1724 1729
65. Farnesol 1751 1749
66. Acetato de (E,E)-Farnesila 1846 1846
67. Palmitato de metila 1929 1929
68. Palmitato de etila 1995 1995
69. Fitol 2100 2103
70. Estearato de metila 2131 2131

| Kexp - indice de Kovats experimental, calculado a partir do tempo de retengéo da amostra e de padrées de alcanos C8-C20.
|Klit - indice de Kovats literatura, verificado na biblioteca NIST e Pherobase.

a L e
Compostos identificados com padrdes sintéticos

Assim como os insetos, as plantas possuem adaptacfes adequadas para a
interpretacdo e respostas aos estimulos do ambiente no qual esta inserida, mesmo que
ela ndo possa se deslocar. Dentre esses mecanismos de interacdo, estdo 0s compostos
organicos volateis (COVs), que podem ser liberados para a atmosfera e para 0 solo
pelas diversas estruturas vegetais, como: flores, frutos, folhas e raizes (DUDAREVA
et al.,, 2006). Os compostos volateis sdo substancias de baixo peso molecular e
elevada pressdo de vapor, que quando expostos ao ambiente volatilizam rapidamente
(SCHIRMER & QUADROS, 2010). A variedade de compostos volateis que podem
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ser emitidos por estruturas vegetais € enorme, sendo que existe uma variacdo na
estrutura quimica e categoria desses compostos a depender da espécie vegetal, da
estrutura vegetal e do estgio de maturacdo ou desenvolvimento da mesma, além de
fatores como o0 estresse a que possa estar submetida (PICHERSKY &
GERSHENZON, 2002; CARDOSO-GUSTAVSON et al., 2014). O resultado da
caracterizacdo de compostos volateis emitidos pelo fruto maduro da amendoeira-da-
praia abordado na tabela acima, corrobora com esse fato, pois, a partir da técnica de
aeracdo de apenas uma estrutura (fruto), em um estagio de maturacdo (maduro) foi
possivel identificar a presenca de 72 compostos, como acetonas, alcoois, aldeidos,
hidrocarbonetos, éter, monoterpenos e sesquiterpenos. A decisdo de usar o fruto
maduro da amendoeira-da-praia foi baseada na indicacdo de trabalhos anteriores, que
demonstraram que o comportamento de oviposi¢do por moscas-das-frutas é mediado
por sinais emitidos por frutos nesse estagio de maturacdo (CORNELIUS et al., 2000).

Muitas das substancias encontradas nesse estudo sdo relatadas na literatura
como volateis de outras espécies vegetais, e em hospedeiros e no feromonio de
tefritideos. Os compostos 1-octen-3-ol, heptano, mirceno, B-trans-ocimeno, B-cis-
ocimeno e hexanoato de etila também foram encontrados nas variedades ‘Alphonso’e
‘Chausa’ de manga (Mangifera indica), além de desencadearem resposta ativa em
fémeas de Bactrocera dorsalis em ensaios eletrofisiologicos (JAYANTHI et al.,
2012). O trabalho de Jayanthi e colaboradores (2014) demonstrou que 0 composto 1-
octen-3-ol tem capacidade de induzir o comportamento de oviposicdo em fémeas
fecundadas de B. dorsalis. Esse mesmo composto tem acdo de repeléncia para
Drosophila suzukii, pois em testes realizados em campo com frascos contendo
solucdo de 1-octen-3-ol (50%) posicionados proximos as frutas em maturacéo
reduziram a oviposicdo dessa espécie em mais de 40% quando comparadas com o
controle (WALLINGFORD et al., 2016). No entanto, para larvas de D. melanogaster
a resposta foi de atracdo (KREHER et al., 2008). O 1-octen-3-ol tambem foi
encontrado por Nojima e colaboradores (2003) em frutos de Cornus florida
(Cornaceae) com resposta de atracdo para machos e fémeas de Rhagoletis pomonella.

Outros dois compostos encontrados nesse trabalho e que possuem relato de
atratividade para machos e fémeas de A. obliqua, s&o o mirceno e B-trans-ocimeno
(MALO et al., 2012). O mirceno presente nos volateis de frutos de sapota branca
(Casimiroa edulis) também apresentou atratividade para moscas de A. ludens
(GONZALEZ et al., 2006). A caracterizacdo de volateis do araca-rosa (Psidium
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cattleianum) identificou 204 compostos presentes no aroma concentrado desse fruto
(PINO et al., 2001), dentre os quais, onze também foram encontrados nesse trabalho,
sdo eles: linalol, benzaldeido, limoneno, mirceno,1-penten-3-ol, B-trans-ocimeno, (E)-
2-hexenal, estearato de metila, fitol, fenilacetaldeido e nonanal. Metileugenol, o e
farneseno também foram encontrados em frutos da amendoeira-da-praia por
Siderhurst e Jang (2006), os quais eliciaram resposta antenal em fémeas de B. dorsalis.
Para C. capitata ha indicacdo de atratividade em testes em campo para 0S compostos
(E)-2-hexenal, nonanal, 2-hexanona, farnesol, mirceno e prenol (CASANA-GINER et
al., 2001).

A similaridade de compostos também existe quando se avalia a constituicdo
feromonal desses insetos. O extrato da aeracdo de machos e das glandulas salivares de
A. obliqua indicou a presenca de 3-hexanona, 1-heptanol, hexanoato de etila,
limoneno, linalol, decanal, compostos também presente no extrato da amendoeira-da-
praia. Esse mesmo trabalho observou uma semelhanca de 14 compostos presente nas
glandulas salivares e no feromonio dos machos silvestres originarios de frutos da
planta hospedeira caramboleira (Averrhoa carambola) e de 8 compostos de machos
provenientes de fruto de manga (M. indica) (GONCALVES et al., 2013), o que levou
os autores a indicar que as glandulas salivares poderiam atuar como local de
armazenamento e sintese desses compostos. Um estudo sobre a diversidade na
composicdo feromonal no género Bactrocera, associou essa variacdo dos perfis
quimicos a fatores ecoldgicos, como a mudanca de espécies hospedeiras (SYMONDS
et al., 2009). Essa relacdo entre hospedeiro e producdo de feromdnio é suportada por
indicacbes de que compostos das plantas utilizado na dieta de larvas e adultos
atuariam como precursores na sintese feromonal (NISHIDA et al., 1988). A ingestao
do composto metileugenol associada a outros fatores, tem efeito sobre o sucesso de
cépula em B. dorsalis, devido a importancia desse composto como precursor do
feromdnio de machos (SHELLY et al., 2007). O exposto acima, mostra a importancia
de pesquisas relacionadas a interacdo entre moscas-das-frutas e suas plantas
hospedeiras através dos semioquimicos, pois, esses compostos sdo importantes na
orientacdo até o local de oviposi¢do, na busca por alimento, encontro de parceiro
sexual para copula e producéo de feromonio sexual, entre outros fatores associados a

ecologia desses insetos.

51



3. Bioensaio de eletroantenografia realizado com fémeas de C. capitata, A. fraterculus

e A. obliqua e extrato da amendoeira-da-praia.

Para a espécie A. obliqua, foram identificados 5 compostos que geraram
resposta olfativa para fémeas sexualmente maduras (Figura 19), sdo eles: 1-hexanol,
1-octen-3-ol, hexanoato de etila, acetato de geranil e geranilacetona (Tabela 2)
(Figura 20).
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Figura 19 — Resposta de antena de fémea A. obliqua em anélises de CG-EAG utilizando extrato dos

volateis dos frutos da amendoeira-da-praia.

Quadro 1 - Compostos volateis da amendoeira que apresentaram resposta eletroantenografica em
fémeas sexualmente maduras de A. obliqua e seus respectivos tempos de retencdo (TR) e indice de
kovats (IK).

Despolarizagao Composto TR IK EAG IK EM IK Literatura
minutos
1 1-hexanol 21.420 878 873 872
2 1-octen-3-ol 26.672 983 985 985
3 Hexanoato de 27.405 997 999 999
etila
4 Acetato de 36.916 1379 1387 1387
geranil
5 Geranilacetona | 38.224 1453 1457 1457

Como pode ser visto no Quadro 1, os cinco compostos oxigenados que
desencadearam despolarizacdo em fémeas de A. obliqua pertencem a trés classes

distintas: alcoois, ésteres e terpendides.
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Figura 20 - Estrutura quimica dos compostos EAG ativos para fémeas de A. obliqua.

O composto 1-hexanol obteve um total de 6 despolariza¢Ges no bioensaio de
EAG. Ele foi reportado no extrato do fruto de Argania spinosa e gerou resposta ativa
para C. capitata (BAKRI et al., 2006). Ele também foi reportado em testes realizados
com compostos volateis de nectarina, gerando resposta para machos e fémeas de C.
capitata (LIGHT et al., 1992). Na literatura, € associado aos volateis de folhas verdes
(GLVs) (RUTHER, 2000; MALHEIRO et al., 2018). A investigacdo da possivel
mudanca no perfil de volateis de frutos ocasionada pela infestacdo por larvas de C.
capitata, mostrou que o 1-hexanol sofreu um grande aumento na concentracdo em
macas infestadas com larvas de terceiro instar, quando comparado com os valores
encontrados em frutos néo infestados (AL-KHSHEMAWEE et al., 2017). Presente
também em frutos de mirtilo, 0 componente tem potencial de atracdo para D. suzukii
tanto sozinho, quanto em misturas com outros compostos (URBANEJA-BERNAT et
al., 2021). Esse mesmo composto foi encontrado no extrato de frutos maduros de caja
(Spondias mombin L.) e na variedade ‘Ataulfo’ de manga (M. indica). Quando
testados por GC-EAD, desencadearam resposta antenal para ambos 0s sexos de A.
obliqua (GALINDO LOPEZ & MALO, 2004; CRUZ-LOPEZ et al., 2006). O estudo
de Diaz-Santiz e colaboradores (2015) testou a resposta eletroantenografica de A.
striata aos volateis da goiaba (P. guajava) e obtiveram 6 compostos ativos, dentre

eles 0 1-hexanol. O exposto acima mostra que o composto 1-hexanol é encontrado em
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diversas variedades de frutos, como a manga, goiaba, caj, mirtilo, macé, nectarina e
argan. Além disso, ele é associado a outras espécies de moscas-das-frutas como a A.
striata, C. capitata e D. suzukii. A resposta de despolarizacdo de machos e fémeas de
A. obliqua observados no trabalho de Cruz-Lopez corrobora os dados encontrados
nesse estudo, ja que ambos obtiveram resposta para 0 mesmo composto.

O composto 1-octen-3-ol obteve 8 despolarizacGes nesse bioensaio. Ele foi
relatado como atrativo e estimulante de oviposi¢cdo para fémeas fecundadas de B.
dorsalis (JAYANTHI et al., 2012; JAYANTHI et al., 2014). Para moscas-das-frutas
do meldo (Zeugodacus cucurbitae), ele atua na orientagdo até o fruto hospedeiro
(SUBHASH, 2019). Uma mistura com nove compostos volateis extraidos de frutos de
Symphoricarpos albus, dentre estes o 1-octen-3-ol, desencadeou atividade
comportamental em Rhagoletis zephyria em bioensaios de eletroantenografia e tanel
de vento (CHA et al., 2017). Esse componente também foi relatado no feroménio de
machos de trés populacdes (populacdo de laboratério e selvagem, essa ultima
proveniente de dois hospedeiros distintos, a maca e a figueira) de C. capitata, apesar
de ndo gerar resposta ativa nas fémeas (VANICKOVA et al., 2012), teve efeito de
aumentar o comportamento de oviposicdo das mesmas (ANTONATOS et al., 2021).
Apesar dos relatos de associacdo com outras espécies de moscas-das-frutas, ainda nao
ha registro de resposta comportamental desse composto para A. obliqua em outros
estudos.

O éster hexanoato de etila, também denominado de caproato de etila, é reportado
em diversos estudos com tefritideos, nesse trabalho foi o que teve 0 menor numero de
respostas eletroantenograficas registradas em fémeas de A. obliqua, um total de 3.
Emitido por frutos de goiaba, gerou resposta em ambos os sexos de A. ludens (MALO
et al., 2005), assim como, em fémeas de B. tryoni (MAS et al., 2020). Esta entre o0s
principais ésteres encontrados em trés variedades (‘Gola’, ‘Larkana Small Surahi’ e
‘Larkana Large Surahi’) de goiaba (BINYAMEEN et al., 2021). Presente nos volateis
da jaca (Artocarpus heterophyllus) e amendoeira-da-praia (Terminalia catappa) o
composto desencadeou resposta em fémeas de B. dorsalis (SIDERHURST & JANG,
2006; JAYANTHI et al., 2021). Integrante da composi¢do quimica do feroménio de
machos de Ceratitis fasciventris, induziu resposta em fémeas da mesma espécie,
como também em C. rosa (BRIZOVA et al., 2015). Um estudo realizado com iscas
alimentares demonstrou que hexanoato de etila desencadeou despolarizagdo em

quatro espécies (B. dorsalis, B. zonata, C. capitata e Z. cucurbitae) de moscas-das-
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frutas testadas em EAG, quando expostas a uma mistura de compostos produzida a
partir dos volateis liberados pelos compostos comerciais (BIASAZIN et al., 2018).

Na avaliacdo realizada com 15 cultivares de manga, observou-se que a
proporcao de hexanoato de etila nesses frutos aumentou com o grau de suscetibilidade
do mesmo, ao ataque de A. obliqua e A. ludens (ALUJA et al., 2014). Ele também foi
reportado nos volateis de manga (variedade ‘Chausa’), fruto hospedeiro preferencial
de A. obliqua (JAYANTHI et al., 2012). Também é um componente do feroménio e
das glandulas salivares de machos de A. obliqua oriundos de frutos de manga e
carambola (GONCALVES et al.,, 2013; DE AQUINO et al., 2021). Um estudo
recente com A. obliqua, investigou a atracdo de machos e fémeas sexualmente
maduros a duas variedades de goiaba e trés estagios da maturacdo do fruto. O
resultado observado indicou que ndo houve preferéncia quanto as variedades testadas,
mas sim quanto ao estagio de maturacdo, sendo o maduro e semi-maduro mais
atrativo que o verde. O extrato obtido a partir do fruto maduro, indicou 6 compostos
que estimularam despolarizagdo antenal para ambos os sexos, sendo 0 hexanoato de
etila um desses compostos (CORTES-MARTINEZ et al., 2021). O resultado de
resposta ativa para antenas de A. obliqua encontrado nesse trabalho, também foi
observado para machos e fémeas dessa mesma espécie, porém, com outras plantas
hospedeiras, o caja e a manga (variedade ‘Ataulfo’) (GALINDO LOPEZ & MALO,
2004; CRUZ-LOPEZ et al., 2006; TOLEDO et al., 2009). Esses dados indicam, que 0
hexanoato de etila tem potencial como atrativo para tefritideos, em especial, para A.
obliqua.

O acetato de geranil é um monoterpeno, e nesse trabalho observou-se um total
de 9 respostas de despolarizagdes para antenas de fémeas. O mesmo foi encontrado
nos volateis extraidos do feromonio de machos de A. obliqua provenientes do fruto da
carambola (GONCALVES et al., 2013) e também nas glandulas salivares e feromonio
de machos de C. capitata, sendo nesse caso, um dos principais componentes da
amostra (BAKER et al., 1985; LANDLT et al., 1992; GONCALVES et al., 2006). O
uso desse composto sozinho e em solucdo com outros volateis do feromonio de
machos mostrou atratividade em testes com armadilhas em cultivos de café e manga
no México, sendo atrativo para ambos os sexos de C. capitata (BAKER et al., 1990).
Foi observado no feroménio de R. cerasi (RAPTOPOULOS et al., 1995), assim como
nos volateis de seu hospedeiro (MATTHEIS et al., 2014). No trabalho realizado com

amendoeira-da-praia, 0 acetato de geranil gerou respostas intensas nas antenas de
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fémeas da espécie B. dorsalis (SIDERHURST & JANG, 2006). Alguns trabalhos vém
indicando a presenca desse composto no feromdnio de C. capitata, como citado
anteriormente, mas nenhum outro estudo trouxe essa interacdo pela espécie aqui
estudada, o que torna esse resultado bastante interessante, pois esse composto foi o
que apresentou o maior numero de respostas, como também as mais intensas.

O ultimo composto a desencadear resposta em A. obliqua foi a geranilcetona, que
apresentou 6 repeticdes. Segundo Mansourian e Stensmyr (2015), a degradacédo de
carotenoides, compostos responsaveis por dar uma cor vibrante as frutas maduras,
produz uma série de volateis, dentre eles, a geranilcetona, que para as moscas
provavelmente deve sinalizar que o fruto esta maduro. Esse composto foi encontrado
no ferombnio da C. rosa e eliciou respostas de fémeas em ensaios
eletroantenograficos, sendo o Unico composto espécie-especifico do feromonio dessa
espécie, ja que os demais componentes também foram relatos para C. fasciventris e C.
anonae (BRIZOVA et al., 2015). Ele também foi encontrado no feroménio de C.
capitata, além de gerar resposta ativa na antena das fémeas coespecificas
(VANICKOVA et al., 2012). E relatado como volatil de planta induzido pela
herbivoria (VPIHs), em frutos de péssego infestado por C. capitata (CANALE &
BENELLI, 2014). Ndo ha registro de associacdo desse composto com moscas-das-
frutas do género Anastrepha, sendo apenas reportado no feroménio de algumas
espécies de Ceratitis.

O composto benzoato de etila apesar de estar presente na composi¢do do extrato
utilizado nos bioensaios, ndo apresentou resposta ativa, sendo que 0 mesmo é
reportado como atrativo em testes de EAG em dois trabalhos distintos, um com
volateis de goiaba (CORTES-MARTINEZ et al., 2021) e outro com volateis de caja
(CRUZ-LOPEZ et al., 2006), o que levanta a importancia de se avaliar ndo somente o
composto quimico, como também a sua concentracdo, ja que as antenas sdo estruturas
extremamente sensiveis e capazes de diferenciar um aroma de forma qualitativa e
quantitativamente (BRUCE & PICKETT, 2011). Dos cinco compostos ativos
observados nesse trabalho para fémeas de A. obliqua, trés ainda ndo possuem relatos
na literatura, séo eles: 1-octen-3-ol, acetato de geranil e geranilacetona. Os outros dois,
1-hexanol e hexanoato de etila, j& possuem relatos de atratividade, sendo assim
componentes-chave para o controle com uso de semioquimicos. Tais compostos
apresentam potencial de atratividade para serem utilizados futuramente no controle

dessas pragas, entretanto, é indispensavel que se realizem mais testes em laboratdrio
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como bioensaios de laboratério e em condigdes seminaturais (gaiolas de campo) e,

posteriormente os testes de campo, que possam indicar fatores como quantidade de

espécimes atraidos, efeito do sexo e status sexual sob a resposta de atragdo, tempo

necessario para captura, durabilidade do composto sob condi¢fes adversas, entre

outros fatores. O uso de padrdes sintéticos sera a base para producdo de solucdes que

nos permita corroborar o resultado obtido com o extrato de volateis da amendoeira-

da-praia.

Para a espécie C. capitata, foram identificados 4 compostos que estimularam

resposta olfativa em fémeas (Figura 21, 22 e 23), sdo eles: 1-penten-3-ol, isoprenol, 2-

metil-2-buten-1-ol e prenol (Quadro 3) (Figura 24).
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Figura 21 — Registro da despolarizacdo de antena de fémeas de C. capitata em analises de CG

— EAG para o extrato dos volateis da amendoeira-da-praia (pico 1 na linha do DIC), referente

ao composto 1-penten-3-ol.
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Figura 22 - Compostos volateis presentes na composicdo do extrato da amendoeira-da-praia

que desencadearam resposta eletroantenografica para C. capitata. Pico 2 e 3 na linha do DIC,

compostos isoprenol e 2-metil-2-buten-1-ol, respectivamente.
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Figura 23 - Compostos volateis presentes na composicéo do extrato da amendoeira-da-praia que

estimularam resposta antenal em C. capitata. Pico 4 na linha do DIC - composto prenol.

Quadro 2 — Compostos volateis da amendoeira que apresentaram resposta eletroantenografica em
fémeas sexualmente maduras de C. capitata e seus respectivos tempos de retencdo (TR) e indice de

kovats (IK).

Despolarizacdo | Composto TR IK EAG IK EM IK
minutos Literatura
1 1-penten-3- 9,355 697 701 701
ol
2 Isoprenol 12,255 744 736 736
3 2-metil-2- 14,405 774 772 772
buten-1-ol
4 Prenol 15,022 782 777 777
OH
_OH

1-PENTEN-3-OL

3-METIL-3-BUTEN-1-OL

_OH

”~

HO

2-METIL-2-BUTEN-1-OL
3-METIL-2-BUTEN-1-OL

Fonte: NIST.

Figura 24 - Estrutura quimica dos compostos EAG ativos para fémeas de C. capitata.
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O composto 1-penten-3-ol € um alcool, na avaliacdo dos volateis liberados
pela manga, foi encontrado em 18 variedades do fruto (PINO et al., 2005). Também
foi registrado na composicéo de frutos de araca-rosa (Psidium cattleianum), abiu-roxo
(Chrysophyllum cainito L.), mamé&o (Carica papaya L.), jambo-vermelho (Syzygium
malaccense L., tamarindo (Tamarindus indica L.) (PINO et al,
2002/2003/2004a/2004b). Dentre esses frutos o abiu-roxo (Espirito Santo e S&o
Paulo), araca-rosa (Alagoas, Rio de Janeiro, Rio Grande do Norte, Santa Catarina e
Séo Paulo), jambo-vermelho (Alagoas, Espirito Santo e Rio de Janeiro) e 0 mamao
(Bahia, Espirito Santo e Minas Gerais) estdo entre os hospedeiros da C. capitata aqui
no Brasil (ZUCCHI & MORAES, 2021). A associacdo dessa espécie de moscas-das-
frutas com esses hospedeiros, pode ser entre outros fatores, pela capacidade de
reconhecer esse composto na composicdo de volateis dos frutos, toda via, faz-se
necessario uma avaliacdo dessa possivel ligagéo.

O composto isoprenol também é um alcool, e em alguns estudos, € reportado na
composicdo de volateis de frutos como a mangaba (Hancornia speciosa) (SAMPAIO
& NOGUEIRA, 2006), acerola (Malpighia emarginata) (PINO & MARBOT, 2001),
caja-umbu (Spondias sp.) (NARAIN et al., 2007). Todos esses frutos sdo hospedeiros
de C. capitata (ZUCCHI & MORAES, 2021). Esse composto é considerado um
cairomonio para o diptero Lutzomyia longipalpis (DOUGHERTY et al., 1999). O
composto 2-metil-2-buten-1-ol foi encontrado em folhas e frutos de Vitis vinifera nos
cultivares ‘Shiraz’ e ‘Moscatel de Alexandria’ (WIRTH et al., 2001) e na composi¢éo
aromatica do mamédo (SCHWAB et al., 1989). O ultimo composto prenol, também
denominado de prenol, foi relatado nos volateis de tamarindo, jambo-vermelho, em 7
variedades de manga, porém em uma quantidade menor que 0.01 mg/kg (PINO et al.,
2004a/2004b/2005).

Apesar desses compostos terem atividade eletrofisioldgica, e de serem
encontrados em diversos frutos hospedeiros de C. capitata, ndo ha relatos de efeito
dos mesmos como possivel cairoménio dessa espécie, ou de quaisquer outras espéecies
de moscas-das-frutas, o que é torna tal resposta bastante curiosa, pois ja existem
diversos estudos com C. capitata devido a sua ampla distribuicdo global e
importancia econdmica, entretanto, nenhum que relate esses compostos como ativos
para espécie. Vale destacar que todos 0s quatro compostos sdo alcoois e possuem

apenas cinco carbonos (Figura 24), sendo compostos extremamente volateis, saindo
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logo nos primeiros 15 minutos de analise no CG-EAG. Esse resultado pode estar
associado ao uso de insetos provenientes de uma criacdo mantida em dieta no
laboratorio a mais de 20 anos, em todo esse periodo, nunca houve a insercdo de
espécimes silvestres, o que pode ter afetado a percepcdo dos mesmos sobre 0s volateis
dos hospedeiros, pois as condi¢des de laboratério se diferenciam muito do ambiente
natural, podendo alterar o comportamento quando mantidas por longos periodos
nessas condi¢cdes (BRAVO & ZUCOLOTO, 1998). Cabe ressaltar, que o resultado
para A. obliqua esteve muito préximo do que vem sendo relatado para espécie ou para
outras moscas do género, e essa criacdo é mantida sobre fruto hospedeiro preferencial,
0 que permite a constante exposicao de todos as etapas do ciclo de vida aos volateis
da planta. A realizacdo de testes com C. capitata silvestre poderd elucidar se
realmente ha interferéncia da criacdo em dieta artificial sobre capacidade desses
insetos perceberem os cairomdnios no ambiente.

Os testes de EAG realizados com A. fraterculus ndo geraram resultados
conclusivos quanto a resposta ativa frente ao extrato da amendoeira-da-praia, apesar
de apresentar despolarizagfes, ndo houve repeticdo de resposta nesses compostos, o
que impossibilitou a inferéncia sobre quais seriam 0s compostos atrativos dessa
mistura. Assim como as demais espécies utilizadas nos testes, a A. fraterculus foi
registrada em associacdo com a Terminalia catappa (SELIVON et al., 2004;
HERNANDEZ-ORTIZ et al., 2019; ZUCCHI & MORAES, 2021), portanto, é
possivel que esse resultado seja devido ao estagio de maturacdo do fruto utilizado na
producdo do extrato, ja que o trabalho de Malavasi et al., 1983 observou a preferéncia
de oviposicdo dessa espécie por frutos verdes. Entretanto, trabalhos mais recentes
relataram a oviposi¢do em frutos verde-maduro e maduro (DE OLIVEIRA et al., 2015;
DE SOUSA et al., 2020), obtendo até maior numero de oviposi¢cdo em relacdo ao
fruto verde (DOLORES et al., 2020). Essa variacdo na escolha do estagio de
maturacao do fruto hospedeiro pode estar associada as caracteristicas fisicas desses, ja
que existem mecanismos de resisténcia diversos a depender da espécie vegetal, como
compostos toxicos, repelentes, espessura da casca devido a presenca de fibras e
pectina, elasticidade e resisténcia mecanica, dentre outros fatores (IOANNOU et al.,
2012; BISOGNIN et al., 2015; DOLORES et al., 2020). A avaliacdo da preferéncia
de oviposicdo de A. fraterculus e C. capitata em frutas citricas demonstrou a
preferéncia de ambas por frutos maduros, o que corrobora a ideia de variagdo por A.

fraterculus na escolha do estagio de maturacéo a depender das caracteristicas do fruto
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hospedeiro (DIAS et al., 2017). Ainda no quesito resisténcia do fruto hospedeiro,
fémeas de B. dorsalis apresentaram preferéncia por frutos semi-maduro e maduros de
manga, devido as caracteristicas de baixa acidez e teor de solidos sollveis totais
(SST), além de maior maciez do pericarpo (RATTANAPUN et al., 2009). Machos e
fémeas dessa espécie responderam eletrofisiologicamente a extratos de guabiroba
verde e madura, pitanga verde, araca verde e maduro (GREGORIO et al., 2010). A
partir dos resultados desses trabalhos, é possivel observar que ha uma certa variagdo
na escolha do fruto hospedeiro, que pode estar associada tanto aos volateis quanto as
caracteristicas fisicas dos mesmo, assim, faz-se necessario a realizacdo de mais
réplicas de EAD, utilizando extrato de frutos verdes, semi-maduro e maduros para
inferir se realmente ndo hd nenhum composto ativo nos volateis desse hospedeiro que
possa elicitar resposta de A. fraterculus, afinal a mesma ja foi reportado nesse fruto,
sendo assim, deve haver compostos quimicos mediando essa interacéo.

Os cairomonios sdo pecas fundamentais na localizacdo do fruto hospedeiro,
local que serve como nicho para as moscas-das-frutas. A capacidade que as espécies
polifagas tém de reconhecer diversos hospedeiros influéncia diretamente na sua
amplitude ecoldgica, possibilitando-as detectar e responder a recursos distintos de seu
nicho. A compreensdo dessas diversas respostas olfativas é essencial para a aplicacao
efetiva de iscas no monitoramento e controle de insetos pragas (BIASAZIN et al.,
2019). Apesar de estarem proximas filogeneticamente, A. obliqua e A. fraterculus
apresentaram respostas distintas aos volateis da amendoeira-da-praia, 0 que pode estar
associado a origem do hospedeiro, o trabalho de Selivon (2000) indicou que o
morfotipo A. fraterculus sp. 2 oriundo da regido sul e sudeste do Brasil eram
provenientes em sua maioria de hospedeiros exéticos, enquanto que na regido
nordeste ocorria 0 oposto, sendo a maioria encontrada em frutos nativos. Ja o trabalho
de Bisognin e colaboradores (2015) desenvolvido no sul do pais, observou que A.
fraterculus apresentou preferéncias por frutos nativos do Brasil. Esses dados mostram
0 qudo complexa € essa relacdo entre inseto e planta hospedeira, e como diversos
fatores ecoldgicos podem influenciar essa resposta, assim como fatores biol6gicos
como tipo de neurbnios sensoriais ou o ajuste diferencial desses para odores
relevantes para o nicho (BIASAZIN et al., 2019). Talvez A. obliqua tenha maior
receptibilidade a frutos exoticos, tal como acontece com C. capitata, 0 que seria um
indicio do risco de dispersdo que essa espécie apresenta. Apesar de possuir

similaridade evolutiva com A. fraterculus, as respostas apresentada por A. obliqua
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nesse trabalho se sobrepde a de outras espécies de moscas-das-frutas como a B.
dorsalis, Z. cucurbitae, C. capitata e D. suzukii, que sao distantes evolutivamente do
seu grupo, além de possuir diferencas ecoldgicas. Entretanto, ainda ndo se sabe quais
fatores levam grupos distintos a compartilharem a deteccdo dos mesmos compostos
volateis, pois tais semelhancas podem ser devido a ancestralidade comum e
conservacdo de receptores olfativos, assim como, por selecdo convergente de
linhagens independentes de receptores. Para algumas espécies, a percep¢do de volateis
pode ser determinada pelo nicho ecoldgico em substituicdo a relacdo filogenética
(BIASAZIN et al., 2019). Entretanto, existem poucos estudos gque investiguem essas
associacdes, 0 que levanta a importancia de conhecer os aspectos ecoldgicos e
evolutivos associados a percep¢do dos semioquimicos, principalmente para 0 sucesso
da aplicacdo desses compostos no controle de pragas.

Os semioquimicos vem se tornando uma importante ferramenta no manejo
integrado de pragas (EL-GHANY, 2019), com sucesso no controle e monitoramento
de diversos insetos-praga, como: besouro-do-pinheiro (Dendroctonus ponderosae)
(BORDEN et al., 2008), besouro-japonés (Popillia japonica) (PINERO &
DUDENHOEFFER, 2018), mariposa (Choristoneura fumiferana) e (Batrachedra
amydraula) (RHAINDS et al., 2012; LEVI-ZADA et al., 2018), moscas-das-frutas
(Rhagoletis pomonella) (MORRISON et al.,, 2016) e (Drosophila suzukii)
(WALLINGFORD et al., 2017), flebotomineo (Lutzomyia longipalpis) (SPIEGEL et
al., 2005). A aplicacdo afetiva dos semioquimicos no MIP requer o conhecimento dos
compostos quimicos ligados a essa comunicacdo, assim como, do efeito que eles
possuem sobre o inseto. Trabalhos que levantem essas informacgdes sdo essenciais
para implementacdo futura dessa ferramenta no controle e monitoramento das

moscas-das-frutas.

4. Caracterizacdo da composicao quimica dos compostos volateis presentes no extrato

glicolico, esséncia e fruto de uva.

A anélise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas - GC-
MS das extracGes realizadas pela técnica de SPME do extrato glicolico, esséncia e

fruto da uva, resultou na identificacdo de 61 compostos volateis (Tabela 4).

Tabela 2 - Identificacdo de volateis de compostos comerciais e fruto de uva a partir da técnica de
SPME.
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Extrato

Compostos IKep 1Kt Uva glicolico Esséncia
Thompson uva ® uva®

1. Pentanoato de etila 903 902 + - +
2. (E,E)-2,4-Hexadienal 911 911 + - -
3. Benzaldeido 957 957 - + -
4. Hexanoato de etila 1003 1003 + + +
5. (E)-3-Hexanoato de etila 1006 1007 - + -
6. 2-Etilhexanol 1035 1035 - + -
7. (S,S)-Dipropilenoglicol 1040 1037.8 - - +
8. (S,P)-Dipropilenoglicol 1049  1046.2 } ) +
9. Sorbato de etila 1097 1095 - + -
10. Heptanoato de etila 1107 1107 + - -
11. Nonanal 1111 1110 + - -
12. 2-Nonanol 1113 1114 - + -
13. Alcool fenetilico 1123 1123 - + -
14. p-Menthan-3-ona 1167 1164 - + -
15. cis-p-Menthan-3-ona 1174 1174 - + -
16. Isomentol 1176 1177 + + -
17. Benzoato de etila 1181 1179 - + +
18. Isoneomentol 1182 1183 + + -
19. 1-Nonanol 1186 1186 + +

20. Acido benzoico 1191 1193 - + -
21. a-Terpineol 1193 1193 - + -
22. Salicilato de metila 1194 1194 - + -
23. Trans-p-Menth-8-en-2-one 1196 1197 - + -
24. Acido caprilico 1197 1197 + + -
25. Octanoato de etila 1200 1200 + + +
26. Decanal 1207 1207 + + -
27. 2,5-dimetil-benzaldeido 1209 1208 - + -
28. p-ciclocitral 1218 1218 + + +
29. Acetato de etilbenzeno 1251 1252 - + -
30. Geranonitrila 1262 1260 + - -
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31.
32.
33.
34.
35.
36.
37.
38.
39.
40.
41.

42.
43.
44,
45.
46.
47.
48.
49.
50.
51.

52.
53.
54.
55.
56.
57.
58.
59.
60.
61.

[B-acetato de feniletila
Salicilato de etila
(E)-Cinamaldeido
a-Citral

Acido pelargdnico
Anetol

Acetato de mentila
Timol

Alcool cinamilico
Antranilato de metila
1,1,6-Trimetil-1,2-
diidronaftaleno
3-Allilguaiacol
Anisato de metila
Hexanoato de cis-3-hexenila
-Damascenona
1-Tetradeceno
Decanoato de etila
Vanilina
Cis-geranilacetona
Metilparabeno
p-Benzoquinona-2,6-di-terc-
butila

A-Isometil ionona
B-lonona

- Decalactona
B-Guaieno
Hidroxitolueno butilado
a-Farneseno
B-Germacreno
Alcool cariofileno
Octissalato

Homosalato

1262
1273
1274
1275
1282
1287
1295
1306
1312
1344

1355

1362
1378
1384
1388
1393
1397
1405
1456
1469

1473

1485
1493
1501
1505
1518
1524
1561
1583
1816
1901

1260
1272
1274
1273
1282
1286
1295
1306
1312
1342

1355

1362
1378
1382
1388
1393
1397
1405
1455
1465

1473

1484.5
1493
1501
1504
1518
1524
1561
1575

1816.7

1903.8

+

+
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Desse total de 61 compostos, apenas trés estiveram presentes nos trés
tratamentos avaliados, foram eles: hexanoato de etila, octanoato de etila e B-ciclocitral.
O primeiro e segundo compostos ja foram citados em outras variedades de uva, como
a ‘Marcs’, ‘Jumeigui’, ‘Fujiminori’, ‘Yoho’, ‘Kyoho’, ‘Suiho’, ‘Gold finger’, ‘Black
swan’ (SILVA et al., 1996; WU et al., 2016), e também em produtos produzidos a
partir desses frutos, como vinho tinto, vinho branco (VILANOVA & MARTINEZ,
2007; MASA & VILANOVA, 2008; PEDROTTI et al.,, 2020), e suco de uva
(CAVEN-QUANTRILL & BUGLASS, 2006). O B-ciclocitral é um monoterpeno,
assim como os compostos citados acima, também estd presente na uva ‘Airén’ e
‘Tempranillo’ (RAMBLA et al., 2016), no vinho (FERREIRA et al., 2008) e suco de
uva (CAVEN-QUANTRILL & BUGLASS, 2006).

Como sdo compostos comuns na uva e em seus derivados, a presenca deles no
extrato glicolico e na esséncia de uva, indica que esses produtos possuem volateis
similares aos do aroma natural do fruto. A similaridade entre o fruto e o extrato
glicélico foi de 13 compostos, 0 hexanoato de etila, isomentol, isoneomentol, 1-
nonanol, &cido caprilico, octanoato de etila, decanal, B-ciclocitral, salicilato de etila,
B-damascenona, B-ionona, octissalato e homosalato. A comparacdo entre fruto e
esséncia de uva, revelou a semelhanca de apenas 5 compostos, pentanoato de etila,
hexanoato de etila, octanoato de etila, p-ciclocitral e antranilato de metila. Essa
avaliacdo indica que o extrato glicolico de uva esta muito mais proximo do perfil de
volateis naturais do fruto, do que a esséncia, 0 que pode ser resultado da natureza
desses produtos, pois 0 extrato usa partes da planta na sua producdo (HANDA, 2008;
SOARES et al., 2016), enquanto a esséncia é totalmente artificial (SCHULTZ et al.,
1967). Dos compostos compartilhados pelo extrato glicélico e fruto da uva, o -
damascenona e PB-ionona sdo relatados como 0s mais potentes na contribuicdo do
aroma do suco de diversas variedades de uva, e o nonanal é associado a aromas
frutado (WU et al., 2016). O salicilato de etila e antranilato de metila tem sua taxa de
concentragao influenciada pela exposicao a luz na variedade de uva ‘Pinot Noir’ (MA
et al., 2021). O isomentol também aparece em trabalhos com uva (LUO et al., 2019;
MIAO et al., 2020).

5. Captura de A. fraterculus no bioensaio de arena com uso de extrato glicolico e

esséncia de uva como atrativos.
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O bioensaio de arena foi realizado com machos e fémeas de A. fraterculus, e
produtos comerciais de uva. Foram feitas cinco réplicas para cada tratamento (extrato
glicélico e esséncia de uva), sexo (macho e fémea) e status sexual (virgem- 5/10 dias
e copulado - 15/20 dias), sendo que cada réplica era composta por trés sub-réplicas.
Os resultados obtidos foram significativos para o composto comercial extrato
glicolico de uva, com altas taxas de captura para todas as condicdes testadas. Os
valores do teste estatistico por GLMM para machos no status sexual virgem e
copulado foram, respectivamente (X2= 44.5444, df= 1 e p= 2.487e-11; X?= 46.2658,
df=1 e p= 1.032e-11), para fémeas em ambos 0s status sexual (X2= 41.4833, df=1¢
p= 1.189e-10; X2= 54.8516, df= 1 e p= 1.3e-13). O composto comercial esséncia de
uva ndo apresentou captura significativa, para a espécie em nenhuma das condigdes
testadas. Para machos virgens e copulados, os valores foram X2= 2.7331, df= 1, p=
0.09; X2= 2.5688, df= 1, p= 0.1, respectivamente; e para fémeas virgens e copuladas,
os valores foram X2= 0.2487, df= 1, p= 0.6; X2= 29071, df= 1, p= 0.08,

respectivamente.

Atratividade do Extrato Glicdlico de Uva para Fémeas Virgem
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Figura 25 - Atratividade do extrato glicolico de uva e do controle para fémeas virgem de Anastrepha
fraterculus em bioensaio de arena, valores relativos ao nimero de individuos capturados nas

armadilhas adaptadas. Valor de p < 0,05.
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Atratividade do Extrato Glicélico de Uva para Fémeas Copuladas
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Figura 26 - Atratividade do extrato glicélico de uva e do controle para fémeas copulada de Anastrepha
fraterculus em bioensaio de arena, valores relativos ao nimero de individuos capturados nas

armadilhas adaptadas. Valor de p < 0,05.

Atratividade do Extrato Glicdlico de Uva para Machos Copulado
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Figura 27 - Atratividade do extrato glicdlico de uva e do controle para machos copulado de
Anastrepha fraterculus em bioensaio de arena, valores relativos ao nimero de individuos capturados
nas armadilhas adaptadas. Valor de p < 0,05.

Atratividade do Extrato Glicolico de Uva para Machos Virgem
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Figura 28 - Atratividade do extrato glicélico de uva e do controle para machos virgens de Anastrepha
fraterculus em bioensaio de arena, valores relativos ao nimero de individuos capturados nas
armadilhas adaptadas. Valor de p < 0,05.
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Atratividade da Esséncia de Uva para Fémeas Virgem
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Figura 29 - Atratividade da esséncia de uva e do controle para fémeas virgem de Anastrepha
fraterculus em bioensaio de arena, valores relativos ao nimero de individuos capturados nas
armadilhas adaptadas. Valor de p < 0,05.

Atratividade da Esséncia de Uva para Fémeas Copuladas
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Figura 30 - Atratividade da esséncia de uva e do controle para fémeas copuladas de Anastrepha
fraterculus em bioensaio de arena, valores relativos ao nimero de individuos capturados nas
armadilhas adaptadas. Valor de p > 0,05.

Atratividade da Esséncia de Uva para Machos Virgem
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Figura 31 - Atratividade da esséncia de uva e do controle para machos virgens de Anastrepha
fraterculus em bioensaio de arena, valores relativos ao nimero de individuos capturados nas
armadilhas adaptadas. Valor de p > 0,05.
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Atratividade da Esséncia de Uva para Machos Copulados
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Figura 32- Atratividade da esséncia de uva e do controle para machos copulado de Anastrepha
fraterculus em bioensaio de arena, valores relativos ao nimero de individuos capturados nas
armadilhas adaptadas. Valor de p > 0,05.

O monitoramento de moscas-das-frutas pode ser realizado com o uso de
atrativos comerciais como proteina hidrolisada (Bioanastrepha® 5%, Aumax® 5%,
Nolure® 5%, Anastrepha Lure®) (RAGA et al., 2006; SCOZ et al., 2006), extrato de
levedura (Bionis® YE MF 5%) (MESQUITA et al., 2018), levedura (Torula® 2.5%),
como também com o uso de suco de frutas (manga, abacaxi, péssego, café, goiaba,
maméo) (VELOSO et al, 1994; VARGAS et al, 1998; SALLES, 1999;
CORNELIUS et al., 2000; LEMOS et al., 2002; CASTREJON-GOMEZ et al., 2004).
Entretanto, apesar da grande diversidade de substancias atrativas disponiveis no
mercado, elas apresentam alto custo, sendo esse um fator limitante para o uso por
pequenos produtores (MONTES & RAGA, 2006). Estudos recentes tém demonstrado
que os volateis liberados pelos frutos hospedeiros possuem potencial de atuar como
atrativo para machos e fémeas (HERNANDEZ-SANCHEZ et al. 2001; MALO et al.,
2005; JAYANTHI et al., 2012; DIAZ-SANTIZ et al., 2015). Desse modo, extratos e
esséncias comerciais de frutas podem se destacar como alternativa de atrativos
eficientes. A uva estd entre as principais frutas produzidas no Brasil, em 2019
atingimos o valor de producgéo de 1.485.292 toneladas. Essa producéo € utilizada pelo
mercado interno e também para exportacdo, em 2020 a exportacdo de uva obteve um
crescimento de 9%. O estado do Rio Grande do Sul é o maior produtor de uva, sendo
responsavel por metade da producdo nacional, seguido pelo polo do Vale do S&o
Francisco situado na divisa entre a Bahia e Pernambuco. Também estdo entre os

principais produtores nacionais de uva os estados de S&o Paulo, Santa Catarina e
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Parana. Foram exportadas 49,3 mil toneladas de uva em 2020, o que gerou uma renda
de aproximadamente US$ 109,1 milhdes de dolares (KIST et al., 2021).

Assim como em outras culturas, a producdo de uva sofre ataque de moscas-
das-frutas. Na regido sul do pais, ela é relatada como a principal praga associada ao
cultivo de uvas finas de mesa (FORMOLO et al., 2011). Esses ataques sdo
caracterizados pela presenca de galerias, deformac6es e queda prematura desses frutos
(ZART et al., 2011). Além do estabelecimento de microrganismos patogénicos
associados aos locais de punctura (MACHOTA et al., 2013). Dentre a variedade de
gendtipos existentes no Brasil, o trabalho de Correa e colaboradores (2018) indicou o
Niagara Rosada, BRS Linda, BRS Cora e Cabernet Sauvignon como os preferidos
para A. fraterculus. Também foram relatadas nos genétipos Moscato Embrapa e Italia
(ZART et al., 2010 e 2011). A resposta sensorial de insetos aos compostos quimicos
varia entre os organismos de uma mesma espécie a depender de fatores como idade,
sexo, composicdo da sua dieta, status sexual, populacdo, habitats e fatores genéticos
(SOLLAI et al., 2020). Em C. capitata foi observada uma mudanga comportamental
nas escolhas olfativas entre fémeas virgens e acasaladas, sendo que as virgens foram
mais atraidas por feroménio sexual masculino, enquanto as acasaladas preferiram o0s
odores que indicavam locais para oviposi¢cdo (JANG, 1995 e 2002). Em outro trabalho
desenvolvido com essa mesma espécie, 0s autores obtiveram resposta de machos e
fémeas para os estimulos testados, demonstrando que os volateis de folhas e frutos da
planta hospedeira sdo importantes para ambos os sexos (SOLLAI et al., 2020). Para
0s machos esses odores indicam locais para realizacdo do comportamento de “lek” e
atracdo de fémeas para 0 acasalamento, enquanto para as fémeas representam
possibilidade de cépula e local adequado para oviposicdo (LIGTH et al., 1988; JANG
et al., 1989; DEMIREL et al., 2007). Essa similaridade de respostas entre machos e
fémeas quando expostos a volateis da planta hospedeira também foi observada em
bioensaio de EAG realizados com R. pomonela e D. dorsalis (FEIN et al., 1982;
LIGHT & JANG, 1987).

Diante da observacdo do uso de uvas de diversos gendtipos como sitio de
oviposicdo para A. fraterculus, assim como pela importancia que essa cultura tem no
pais e principalmente nos estados da regido sul, onde a A. fraterculus ¢ dominante, o
uso de produtos comerciais baseados nesse fruto surgem como uma alternativa para o
controle e monitoramento dessas moscas no campo. O extrato glicélico de uva

apresentou um alto valor de captura sob todas as condigdes avaliadas, indicando seu
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potencial como atrativo para machos e fémeas, virgens e copulados de A. fraterculus.
Esse resultado pode estar diretamente associado ao perfil de volateis que € liberado
pelo produto, pois a avaliagdo por SPME/CG - EM indicou a similaridades de
compostos entre ele e volateis liberados pela uva, tanto da variedade testada a
‘Thompson’, quanto com outras variedades (WU et al., 2016; MA et al., 2021). Esses
resultados ainda corroboram o fato de que os volateis da planta hospedeira sdo
importantes para ambos 0s sexos, como foi visto anteriormente em trabalhos com C.
capitata (SOLLAI et al., 2020). Essa mesma vertente se aplica a esséncia de uva,
porém, no sentido contrario. Nesse caso, 0 composto ndo obteve sucesso de atracao
para 0s insetos testados, que pode estar relacionado a sua falta de similaridade
quimica com o fruto natural, pois a semelhanca entre estes foi de apenas cinco
compostos. A avaliagdo do efeito de fatores bioldgicos como sexo e status sexual s&o
importantes na compreensdo da dinamica de resposta desses insetos aos atrativos,
servindo de base para escolha de atrativos a serem empregados nos programas de
monitoramento e controle no campo. Futuros bioensaios de EAG poderdo indicar se
existe compostos volateis nesses dois produtos que possam gerar resposta ativa para
fémeas e machos de A. fraterculus, e assim elucidar se a resposta observada aqui esta
ligada aos volateis de atracdo ou a outros fatores que ndo foram avaliados aqui, como

0 potencial nutricional desses produtos.
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CONSIDERACOES FINAIS

Nos ultimos anos muitos estudos vém sendo desenvolvidos na rea de ecologia
quimica com intuito de descobrir quais compostos quimicos e em quais composicdes
eles sdo capazes de mediar a comunicacdo de insetos, assim como, quais fatores
fisiologicos desses sdo capazes de atuar na recepc¢do e interpretacdo desses estimulos,
porém, apesar do incontavel progresso obtido por esses estudos, ainda existem muitas
lacunas a serem preenchidas. Diante da importancia econdmica que as moscas-das-
frutas apresentam para o Brasil e para mundo, esse trabalho visou contribuir na
compreensdo da relacdo de trés espécies com um hospedeiro exdtico, que possui
ampla distribuicdo pelo pais e que pode atuar como hospedeiro intermediario na
auséncia dos preferenciais. Também se investigou o uso de produtos comerciais que
possam apresentar bons resultados de captura no campo. Os resultados obtidos aqui
indicaram a presencga de compostos ativos no extrato da amendoeira-da-praia para A.
obliqua e C. capitata, como também uma auséncia de respostas por fémeas de A.
fraterculus, o que levanta a necessidade de mais estudos com essa espécie. Também
encontramos Otimas respostas de captura ao utilizar o extrato glicolico de uva como
atrativo para machos e fémeas de A. fraterculus no bioensaio de arena. Diante desses
dados, foi possivel inferir que esses insetos possuem a capacidade de perceber os
volateis no ambiente através de suas antenas, entretanto, € necessario a realizacdo de
mais testes que corroborem os resultados aqui obtidos tanto no laboratério quanto em
bioensaios de campo, de forma que formulacGes baseadas nesses compostos ativos
possam ser aplicadas de forma efetiva no controle e monitoramento dessas moscas no
campo. O uso do extrato glicolico de uva como atrativo comercial também merece
maior investigacdo sobre seu comportamento sob condi¢des adversas no campo, sua

capacidade de atracdo e captura em areas abertas, assim como sua durabilidade.
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