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APRESENTACAO

Nessas ultimas décadas as Pesquisas em Quimica tém apresentado grandes
avancos com contribuicbes de estudos, tanto de natureza tedrica como prética,
conferindo especulacdes investigativas de aspectos, tanto fenomenoldégicos como
metodoldgicos da ciéncia.

Além disso, as pesquisas, no campo da Quimica, tém contado com inUmeros
programas de pesquisas em todo pais permitido uma abrangéncia de uma variedade
de area, possibilitando assim, a contemplacéo de uma diversidade de debates que,
por sua vez tem corroborado com a producéo de produtos inovadores e de qualidade.

Devido a isso, verifica-se que os inumeros trabalhos cientificos, decorrentes
desses debates, tém apresentado uma grande contribuicdo para o avanco da
ciéncia, com uma extrema relevancia, no que diz respeito, principalmente, a sua
aplicabilidade para o desenvolvimento da sociedade.

O e-Book " A Diversidade de Debates na Pesquisa em Quimica" é composto
por uma criteriosa coletanea de trabalhos cientificos organizados em 33 capitulos,
elaborados por pesquisadores de diversas instituicdes que apresentam seus debates
em temas diversificados e relevantes. Este e-Book foi cuidadosamente editado
para atender os interesses de académicos e estudantes tanto do ensino médio e
graduacéao, como da pés-graduacéo, que procuram atualizar e aperfeicoar sua viséo
na area. Nele, encontrardo experiéncias e relatos de pesquisas tedricas e praticas
sobre as mais variadas areas da quimica, além da prospeccao de temas relevantes
para o desenvolvimento social e cultural do pais.

Esperamos que as experiéncias relatadas neste e-Book contribuam para o
enriquecimento do conhecimento e desenvolvimento de novas pesquisas, uma vez
que nesses relatos sao fornecidos subsidios e reflexdes que levam em consideracéo
perspectivas de temas atuais.

Juliano Carlo Rufino de Freitas
Ladjane Pereira da Silva Rufino de Freitas
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RESUMO: A mosca das frutas, Ceratitis
capitata (WIEDEMANN, 1824), é uma das
espécies mais polifagas do mundo, cuja larva
se alimenta da polpa dos frutos. As fémeas apos
acasalarem, depositam seus ovos na superficie
do fruto, a fim de completar seu ciclo de vida,
0 que causa danos irreversiveis aos frutos,
acarretando perdas significativas na produgao
destes. Para controlar ou monitorar esta praga,
utiliza-se atualmente, armadilhas contendo
atrativos alimentares ou iscas tdxicas, mas
esses métodos tém se tornado inviaveis, ja que
atraem insetos nao alvos ou causam uma série
de problemas para o fruticultor, consumidor e
0 meio ambiente. Mediante esse quadro, surge
entdo uma estratégia baseada na utilizagao
de compostos volateis liberados por frutos
hospedeiros que tem se mostrado eficiente
no controle de algumas espécies de moscas
das frutas. Desta forma, o presente estudo,
objetivou avaliar a atratividade de fémeas de C.
capitata para substancias volateis comuns aos
compostos liberados por frutos de carambola,
Averrhoa carambola L., e ao ferombnio sexual
liberado por machos de C. capitata a partir de
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solugdes formuladas em dois diferentes substratos de liberacdo. Para tanto, o extrato
do fruto e solu¢cdes dos compostos sintéticos 2-hexanona e 3-ocimeno bem como suas
respectivas misturas, em diferentes concentragdes, foram testados em bioensaios
conduzidos em laboratério. Ambos os compostos eliciam atracdo semelhante em
fémeas. As fémeas respondem igualmente a todas as doses da mistura binaria testada,
nao havendo diferenga entre a mistura testada e o extrato de carambola formulado nos
substratos 1 e 2. Pelo exposto, € possivel concluir que ambos os compostos contribuem
para a efetiva atracéo de fémeas de C. capitata para o extrato de carambola e que os
substratos testados s&o adequados para a formulagédo dos compostos testados.
PALAVRAS-CHAVE: mosca das frutas do Mediterraneo, cairomoénio,
microencapsulamento.

EVALUATION OF THE ATTRACTIVITY OF Ceratitis capitata FEMALES TO
VOLATILE COMPOUNDS FROM ITS FRUIT HOST Averrhoa carambola L.

ABSTRACT: The medfly C. capitata is one of the most important fruit fly species, due
to its capacity of adjustment and poliphagy. After mating, females place their eggs on
the host fruit skin with the purpose to complete their life cycle, thus causing irreversible
damages on fruits, resulting in significant losses to their production. The main control
method to monitor this pest is the use of traps containing toxic baits or baits based on
food attractants, but these methods become inviable because they also attract non-
target insects or cause a series of problems to producers, consumers and environment.
To overcome these problems, new control alternatives are being developed, for
example, the use of volatile compounds released by host fruits that has been shown
to be efficient in the control of some fruit flies species. Thus, the present study aimed
to evaluate the attractiveness of the fruit fly C. capitata females to volatile compounds
common to its fruit host starfruit and those released by conspecific males. Starfruit
hexane extract, solutions of synthetic 2-hexanone and 3-ocimene and their respective
mixtures were prepared in different concentrations and formulated in two biopolymers
used as releasing substrates. The bioassays were conducted under laboratory
conditions to evaluate the attractiveness of mated females to these formulations. The
obtained results were submitted to statistical tests to find out significant differences
among treatments and the Tukey test was used for comparisons.between means.
The results show that the starfruit extract formulated on substract 2 attracted more C.
capitata females than formulations containing the individual compounds 2-hexanone
and 3-ocimene in different doses. Both compounds elicited similar attraction on females.
Females responded equally to all tested doses of the binary mixture. Their attraction
to this mixture did not differ from that given to starfruit extract formulated on substrates
1 and 2. From these results, it is possible to conclude that both compounds contribute
to the effectiveness to the attraction of C. capitata females towards the starfruit extract
and that the tested substrates are suitable to formulate those types of compounds.
KEYWORDS: Mediterranean fruit fly, kairomones, microencapsulation.

A Diversidade de Debates na Pesquisa em Quimica Capitulo 31




11 INTRODUGAO

Ceratitis capitata € uma das espécies pertencente a familia Tephritidae que
mais gera prejuizos econdmicos a fruticultura mundial j& que é extremamente
polifaga, pois se alimenta de muitas espécies de frutas e vegetais de diferentes
regides biogeograficas do planeta (MALAVASI et al., 2000).

Com o objetivo de se reproduzirem, os machos de C. capitata, liberam,
nas proximidades de plantas e frutos hospedeiros, uma mistura de substancias
que funciona como atraentes para machos e para fémeas. Os machos atraidos,
juntamente com o emissor da mistura volatil, formam as assembleias de machos ou
leks, onde exibem o comportamento de corte, caracterizado pela exibicdo de sinais
visuais e acusticos e a liberagdo de sinais quimicos para atrair as fémeas maduras
sexualmente que ap0s interagirem com alguns machos, escolhem um deles para a
copula (GONCALVES, 2001).

ApOs acasalarem, as fémeas procuram um sitio apropriado para oviposi¢cao
e, para tanto, utilizam compostos volateis especificos liberados pelas plantas e/
ou frutos hospedeiros; os quais funcionam como sinais quimicos que auxiliam na
localizag&o do fruto hospedeiro (cairoménio) (CORREA; SANT’ANA, 2001). A fémea
entao deposita os seus ovos no fruto e, apds a eclosao, as larvas se alimentam da
polpa do mesmo, causando danos diretos e indiretos aos frutos e impedindo a sua
comercializagéo tanto na forma processada, quanto na forma in natura (NONDILLO
et al., 2007).

Para minimizar os danos causados por essa praga, alguns métodos de controle
tém sido utilizados, a saber: o método quimico, com a pulverizacdo dos pomares
com agrotoxicos; o0 método bioldgico, com o uso de parasitoides da praga; o método
cultural, retirando os frutos caidos e os enterrando e o método genético, pelo
emprego da técnica do inseto estéril (TIE) (NONDILLO et al., 2007). Outros métodos
alternativos que também estdo sendo utilizados para o controle e monitoramento
de C. capitata consistem no uso de atrativos alimentares e do atrativo comercial
trimedlure em armadilhas, porém estas alternativas apresentam restricbes de
aplicacao, seja devido a sua toxicidade, no caso de agrotoxicos, e da inviabilidade e/
ou ineficacia das demais (CORREA; SANT’ANA, 2001).

Atualmente, existem estudos baseados na utilizacdo de compostos volateis
liberados por frutos hospedeiros para a atracdo de moscas das frutas, e estes tém se
mostrado eficiente no controle de algumas espécies destes insetos (SANTOS, 2003).
Goncalves (2001), em seu estudo, demonstrou que existem compostos comuns ao
ferdbmonio sexual de machos de C. capitata e um de seus hospedeiros preferenciais,
a carambola (Averrhoa carambola L).

Devido a alta volatilidade dos compostos, o substrato biopolimerico tem a
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funcéo de proteger os compostos das condicbes ambientais (JANSSON-CHARRIER,
1996). Assim, o objetivo deste trabalho foi o0 de avaliar a atratividade de fémeas de
C. capitata para substancias volateis comuns aos compostos liberados por frutos de
carambola, e ao ferombnio sexual liberado por machos de C. capitata formulados
em dois diferentes substratos de liberacdo, denominados, 1 e 2, 0os quais constituem
biopolimeros celuldsicos modificados com agentes reticulantes.

2| METODOLOGIA

2.1 Coleta do Material Biolégico

Frutos de carambola sadios e infestados com larvas de uma populacéo
selvagem de C. capitata foram coletados de pomares domésticos localizados
na cidade de Macei6 (10°8’1”"S, 36°10'34”W), no estado de Alagoas. Os frutos
infestados foram colocados em caixas isopor (44 x 35 x 25 cm) cobertos por
um tecido tipo voil, na caixa de isopor foram colados antes dos frutos infestados,
vermiculita, para os insetos empuparem. As larvas, que foram capazes de empupar
emergiram e as moscas foram colocadas em aquéarios de vidro, (30 x 20 x 15 cm),
mantidos no laboratoério de Ecologia Quimica, da Universidade Federal de Alagoas,
a temperatura de 25 + 1°C e umidade relativa de 60%. As moscas foram mantidas
com uma dieta constituida por uma mistura de extrato de soja, acucar cristal, acucar
mascavo, levedo de cerveja e gérmen de trigo na propor¢éao (3:3:1:1:1) juntamente
com agua e fruto in natura (goiaba) para a domesticacdo da populacéo. A troca de
alimentacéo foi realizada duas vezes por semana e a troca de gaiolas (aquarios de
vidro) a cada 15 dias.

2.2 Coleta dos Volateis de Frutos Hospedeiros

Os frutos sadios de carambola coletados, foram submetidos a técnica de
aeracdo. Estes frutos foram colocados em um dessecador de vidro (180 mm de altura;
200 mm de diametro) e os compostos volateis emitidos por eles foram recolhidos. A
entrada do dessecador foi modificada pela adicdo de um tubo de entrada contendo
Tenax® (100 mg; Chromapack) para adsorver os volateis liberados. O ar no interior
do dessecador contendo os volateis emanados pelos frutos, foi sugado através de
uma bomba de ar (Resun® AC 2600, 6 L/min), acoplado a um medidor de fluxo
(Supelco®) que libera um fluxo constante de 500 mL/min, por 24 horas (das 07h00
as 07h00) e por ultimo é adsorvido no filtro contendo Tenax®. Os volateis retidos
no filtro foram, entéo, eluidos com 3 mL de hexano bidestilado. Foram coletadas
dez amostras de aeracédo do cairdbmonio com duracdo de 24h cada. As amostras
foram armazenadas em ampolas, seladas ap0s a dessorcao, e posteriormente
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foram colocadas no congelador (-5°C) para a posterior utilizacdo como tratamento
testemunha nos ensaios comportamentais.

2.3 Substratos de liberacao testados

Os substratos de liberagdo utilizados neste estudo, foram preparados e
disponibilizados para o preparo das formulacdes, pelo Laboratério de Eletroquimica
e Microssistemas de Analise (LEMAN) da UFAL. Os dois substratos preparados
foram denominados: 1 e 2. Os substratos testados ndo serdo melhor detalhados
porque estédo sob sigilo de patente.

2.4 Preparacao das Solucoes e Formulacao dos Compostos

Os compostos liberados por frutos de carambola, um dos hospedeiros
preferenciais de C. capitata, desempenham um importante papel no comportamento
reprodutivo destas moscas. Diante disto, os compostos testados ja haviam sido
identificados por Goncgalves (2001), para tanto, Gongalves realizou a técnica de
aeracao para extrair os compostos liberados pelos machos em chamamento, e
depois do processo de dessorcdo em hexano, a amostra foi injetada no CG-MS
para a identificacdo dos mesmos, realizou as mesmas técnicas para os volateis
liberados pelos frutos. Os compostos identificados em comum entres os volateis dos
frutos e dos machos em chamamento, 2-hexanona e ocimeno sao objetos de estudo
deste trabalho. Os compostos anteriormente citados foram obtidos comercialmente
através SigmaAldrich (Brasil) apresentando um grau de pureza = 98,5%. Foram
entdo preparadas solucgdes individuais e misturas destes compostos conforme o
procedimento descrito a seqguir: Transferiu-se 2,0 uL do composto sintético puro para
um baldo volumétrico de 10,0 mL, completando-se o seu volume com hexano [grau
(HPLC)] bidestilado, em seguida homogeneizou-se a solugéo. A partir desta solugao
estoque de concentracéo (0,2 pL/mL), obtida através da diluicdo do composto
sintético em hexano grau HPLC, foi realizado o procedimento de diluicdo para a
obtencao de outras duas diferentes concentracdes, a saber: 0,02 uL/mL e 0,002 uL/
mL. As solucdes obtidas foram acondicionadas em freezer para posterior formulacao
nos substratos. Desta forma, foram preparadas as solu¢cbes dos compostos a serem
testados em trés concentracdes diferentes, a saber: 1) 0,2 pL/mL, 2) 0,02uL/mL,
3) 0,002uL/mL. Em seguida, foram preparadas as misturas destes compostos nas
mesmas concentragdes (0,2 yL/mL, 0,02 yL/mL e 0,002 pyL/mL), misturando-se as
solugdes dos compostos individuais na seguinte proporc¢ao 1:1. Estas misturas foram
impregnadas em 0,1 pg de dois substratos de liberagcao, os quais foram denominados
1 e 2, através da adsorcéao por contato de 50 pL de cada solucao (contendo compostos
individuais e misturas nas trés concentracoes) por 24h a 25°C, de maneira que, cada

337

A Diversidade de Debates na Pesquisa em Quimica Capitulo 31



substrato continha as doses 10 ng, 1,0 ng e 0,1 ng dos compostos individuais e
de suas misturas. De maneira analoga, o mesmo volume de extrato de carambola
(tratamento-testemunha) e hexano (tratamento-controle) foram adsorvidos nos dois
substratos de liberacdo. Uma vez preparados os tratamentos, estes foram utilizados
em bioensaios em condicdes de laboratério.

2.5 Bioensaios Comportamentais em Condicoes de Laboratério

A atratividade de fémeas acasaladas de C. capitata para os extratos dos
frutos de carambola bem como para formulagcdes contendo os compostos sintéticos
individuais e misturas, previamente identificados por Gongalves (2001) como
comuns entre o feromdnio sexual e o fruto de carambola, foi mensurada através
de bioensaios comportamentais realizados em uma arena de vidro (28 cm x 10 cm
x 15 cm) com o lado superior aberto e coberto por um tecido tipo vual preso com
um elastico. Para cada repeticédo, trés fémeas acasaladas, com 09 a 15 dias de
idade, tempo correspondente a maturidade sexual do inseto, foram colocadas na
arena de bioensaio e expostas a formulacdo que estava contida em um tubo tipo
eppendorf, posicionado no topo central da arena de vidro. Foram observados dois
comportamentos, a saber: voo direcionado e toque na fonte. A duragao do bioensaio

foi de 20 minutos com 6 repeticbes por tratamento.

2.6 Analises Estatisticas

Os dados obtidos foram analisados primeiramente com a finalidade de verificar
0s pressupostos paramétricos de normalidade e homogeneidade das variancias dos
residuos. Uma vez que os parametros de normalidade n&o foram atendidos o teste
nao-parameétrico do qui-quadrado (x2 — p<0,01** ou 0,01 <p<0,05*) foi aplicado a fim
de verificar quais tratamentos influenciaram no comportamento de atracao.

3 | RESULTADOS

3.1 Atratividade de fémeas acasaladas de C. capitata para formulacoes conten-
do o tratamento controle (hexano) e tratamento testemunha (Extrato do fruto
verde intermediario)

Com base nos dados obtidos foi possivel verificar que fémeas
de C. capitata foram atraidas para o extrato do fruto hospedeiro com diferenca
estatistica significativa quando comparado com o tratamento controle (p<0.05).
O maior numero de fémeas atraidas para o extrato do fruto foi observado quando
o Substrato 1 foi utilizado (p<0.05).
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Figura 1: Resposta atrativa de fémeas acasaladas de C. capitata para formulagdes contendo
o tratamento controle (hexano) e tratamento testemunha (Extrato do fruto verde intermediario)
formulados em diferentes substratos

3.2 Atratividade de fémeas acasaladas de C. capitata para formulacées conten-
do as solucoes dos compostos sintéticos individuais nas trés doses

De acordo com os dados obtidos pode-se verificar que mais fémeas
foram atraidas para o extrato do fruto hospedeiro com diferenca estatistica
significativa quando este foi liberado a partir do Substrato 1 (p<0.05), no
entanto, quando o Substrato 2 foi empregado para a liberacdo do mesmo nao foi
observada diferenca estatistica significativa para os demais tratamentos. Para o
composto ocimeno diferencas estatisticas significativas (p<0.05) foram observadas
guando a dose deste foi reduzida em dez e cem vezes e 0 mesmo foi liberado a partir
do Substrato 1.
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Figura 2: Resposta atrativa de fémeas de C. capitata para formulagdes contendo as solugoes
dos compostos sintéticos individuais testados nas trés doses formulados em diferentes
substratos
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3.3 Atratividade de fémeas acasaladas de C. capitata para formulacdes conten-
do as solucoes da mistura binaria nas trés doses

De acordo com o grafico acima pode-se observar que fémeas de C. capitataforam
mais atraidas para o extrato do fruto hospedeiro quando este foi liberado a partir
do Substrato 1 (p<0.05). O mesmo quando comparado com a mistura de dois
componentes (2-hexanona e ocimeno) na dose de 10,0 ng também apresentou
diferenca estatistica significativa (p<0.05). Quando este foi liberado a partir
do Substrato 2 ndo apresentou diferenca estatistica significativa para os demais

tratamentos.
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Figura 3: Resposta atrativa de fémeas de C. capitata para formulagdes contendo as solugoes
da mistura binéria testadas nas trés doses e formuladas em diferentes substratos

4 | DISCUSSOES

Este estudo avaliou a atratividade de fémeas de C. capitata, para os compostos
comuns ao feroménio liberado por machos de C. capitata e por seu fruto hospedeiro
preferencial, carambola, os quais ja haviam sido previamente identificados por
Goncalves (2001), e testou esses compostos em dois diferentes substratos de
liberacdo. A hipétese € que esses compostos se comportariam como compostos
chaves na atracao das fémeas acasaladas, ja que estas, séo atraidas tanto pelo fruto
hospedeiro com o objetivo final de ovipositarem nestes frutos, quanto pelos compostos
volateis liberados pelos machos em chamamento para fins de acasalamento, o qual
ocorre nas proximidades do frutos e/ou plantas hospedeiras.

Em pesquisas recentes sobre a mosca do Mediterraneo, C. capitata,
demonstrou-se um aumento na competitividade de acasalamento masculino apo6s
a exposicao dos machos a estruturas de plantas ou produtos oriundos destas, a
saber: 6leo de laranjeiras (Citrus sinensis) (Papadopoulous et al., 2001, Shelly et
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al. 2004), a casca e os frutos de goiabeira (Psidium guajava L) (Shelly & Villalobos
2004), e Oleo de raiz de gengibre (Zingiber officinale Roscoe) (Shelly 2001),
resultando em um numero maior de acasalamento dos machos expostos a esses
produtos do que os machos nao expostos. Um composto que estava presente em
todos esses produtos foi 0 sesquiterpeno a-copaeno, composto presente tanto nos
frutos hospedeiros estudados quanto na composicao feromonal de C. capitata, onde
Shelly e colaboradores (2008), demostraram que tanto os machos estéreis quanto
0s machos selvagens expostos a uma fonte deste composto conseguiram acasalar
mais do que os machos estéreis e selvagens ndo expostos, evidenciando que um
composto presente tanto na composicéo feromonal quanto nos volateis dos frutos,
podem exercer forte influéncia no comportamento desses insetos. Este resultado foi
semelhante ao obtido no presente estudo, com os tratamentos formulados nos dois
substratos, ja que todos esses tratamentos foram tdo atrativos quanto o extrato do
fruto, demonstrando assim que esses compostos sao, de fato, atraentes para estas
fémeas. Além disso, os resultados deste estudo demonstraram o papel exercido por
um substrato de liberagdo no que se refere a liberacédo gradual de compostos e/ou
misturas neles adsorvidos, uma vez que nao foram constatadas diferencas entre os
dois substratos testados.

Vanickova e colaboradores (2012) identificaram os isébmeros (Z)-B-ocimeno
e (E)-B-ocimeno na mistura feromonal de machos de trés populacdes diferentes
de C. capitata. Duas destas populacdes foram coletadas em plantios infestados de
maca e figo, na Grécia, e a outra proveniente de uma coldnia Argentina mantida em
dieta artificial. Porém, esses compostos nao foram identificados como bioativos para
as fémeas virgens testadas através da técnica de eletroantenografia. O presente
estudo avaliou a atratividade destes compostos diante de fémeas acasaladas,
diferente do estudo conduzido por Vanickova e colaboradores (2012), que realizaram
os experimentos de eletroantenografia utilizando as fémeas virgens. Desta forma,
estudos eletrofisioldgicos, empregando fémeas acasaladas deverao ser conduzidos
em estudos futuros para verificar se estes compostos eliciam respostas antenais
nestas fémeas. Além de Vanickova e colaboradores (2012), Light e colaboradores
(1988) e Beker e colaboradores (1995) também identificaram os isémeros do
B-ocimeno como presente na composicao feromonal de C. capitata e esse composto
também foiidentificado por Rocca e colaboradores (1992) como presente no feromonio
de Anastrepha suspensa. O composto 2- hexanona nao foi identificado por outros
pesquisadores na mistura feromonal de C. capitata. Vanickova e colaboradores
(2012) mencionaram, que o ambiente de origem das popula¢des, uma vez que as
condicdes de temperatura, umidade relativa e fotoperiodo ndo sao compativeis entre

as regides, também pode estar associada a genética peculiar de cada populacéo,

gerando diferenciacdo na composicédo feromonal de cada uma delas.
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Vanickova e colaboradores (2012) mencionam também existir um efeito aditivo
das combinac¢des dos compostos individuais, sendo o tipo de mistura e a proporcéo,
fatores que contribuem para a obtencdo das melhores respostas por parte dos
insetos. Esse efeito ndo foi observado neste estudo, ja que a atratividade das
misturas foi semelhante a do extrato do fruto, da mesma maneira que as solugcdes
dos compostos individuais. Esse é o primeiro relato do uso de diferentes substratos
biopoliméricos testados mediante moscas das frutas com intuito de discutir a sua
eficacia como liberadores.

51 CONCLUSOES

Desta forma, percebe-se através dos resultados que ambos os compostos
eliciam atracdo semelhante em fémeas. As fémeas respondem igualmente a todas
as doses da mistura binaria testada, ndo havendo diferenca entre a mistura testada
e 0 extrato de carambola formulado nos substratos 1 e 2. Assim, € possivel concluir
que ambos os compostos contribuem para a efetiva atracdo de fémeas de C.
capitata para o extrato de carambola e que os substratos 1 e 2 sdo adequados para
a formulac&o dos compostos testados.
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