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RELATORIO DESCRITIVO DA PATENTE DE INVEN(;AO PARA “Formulagodes de
volateis oriundos do fruto de manga (mangifera indica) com atividade
cairomonal para fémeas acasaladas de Anastrepha obliqua (Diptera:
Tephritidae)”

[001] O pedido de patente, reivindica as formulacbes atraentes para fémeas
acasaladas de Anastrepha obliqua constituida dos compostos volateis liberados pelo
fruto de manga (Mangifera indica). As formulagbes do presente estudo sé&o
constituidas de: (a) o composto sintético B-mirceno, (b) o composto sintético sabineno
e (c) o composto sintético a-pineno formulados no substrato biopolimérico
denominado LE2 (hibrido de quitosana e linter de algodao na proporgéo de 1,4:2) nas
doses de 10 ng, 1,0 ng e 0,1 ng, com a propor¢cao entre composto e substrato de 1:1,
e de (d) o composto sintético canfeno, formulado no substrato biopolimérico
denominado LE2 nas doses de 10 ng e 1,0 ng, com a propor¢cao entre composto e
substrato de 1:1.

PROBLEMA QUE A INVENCAO SE PROPOE A RESOLVER

[002] O Brasil € um dos maiores produtores mundiais de frutas, com
aproximadamente 2,6% da sua area total sendo destinada a producédo de frutiferas
de importancia econdémica nos mercados nacional e internacional (ANUARIO
FRUTICULTURA, 2016). Um dos grandes entraves encontrado para a escoacao da
producédo nacional para o exterior, sdo as medidas fitossanitarias impostas pelos
paises importadores de frutos in natura, uma vez que os consumidores externos estao
cada vez mais conscientes quanto aos riscos da presenca de agrotoxicos nos frutos
decorrentes das aplicacdes para o controle de insetos-praga (GODOQY et al., 2011;
PINHEIRO et al., 2009).

[003] As moscas das frutas da familia Tephritidae representam um grande obstaculo
para o livre comércio internacional de frutas, devido a severidade dos danos e perdas
gue causam as frutiferas comerciais no Brasil, sendo classificadas como pragas de
restricdo quarentenaria (DUARTE & MALAVASI, 2000). Os géneros Ceratitis e

Anastrepha séo responsaveis pela infestacdo da maioria dos frutos produzidos no
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Brasil (ZUCCHI, 2000) e a distribuicdo geogréfica de espécies destes géneros esta
relacionada com a diversidade de hospedeiros que estes insetos utilizam como
alimento. Dentro do género Anastrepha, as espécies Anastrepha fraterculus e
Anastrepha obliqgua apresentam maior grau de polifagia, ou seja, desenvolvem-se em
uma diversidade maior de hospedeiros. A espécie A. fraterculus desenvolve-se em
115 espécies de hospedeiros, com preferéncia por frutos da familia Myrtaceae, e a
espécie A. obliqgua desenvolve-se em 49 espécies de hospedeiros, com preferéncia
por frutos da familia Anacardiaceae (ZUCCHI, 2012).

[004] A mangueira, principal espécie da familia Anacardiaceae, é um dos
hospedeiros preferenciais da espécie A. obliqua no Brasil (FERREIRA et al., 2003). A
manga € a fruta brasileira mais exportada, alcancando recordes em exportacao e
geracao de arrecadacdes, bem como no aumento da area destinada ao cultivo. Em
2019, a exportacdo de manga gerou uma alta de 30% em relacdo ao ano anterior,
com previsdo de aumento nos anos subsequentes (ANUARIO BRASILEIRO DE
HORTI&FRUTI, 2020).

[005] Considerando a importancia dessa cultura para a economia do pais e a
severidade dos danos provocados pela praga A. obliqua a esta e a outras culturas,
propdem-se oito diferentes formulacées de compostos oriundos do fruto hospedeiro
manga eficazes na atracdo de fémeas acasaladas com potencial para emprego no
manejo integrado deste inseto-praga.

CAMPO DE ATUACAO

[006] A presente invencdo pode ser empregada nos pomares de manga para a
captura de fémeas de acasaladas de A. obliqua através da liberacdo continua de
compostos atrativos.

ESTADO DA TECNICA

[007] A fruticultura no Brasil vem se destacando na producao, na area plantada, na
exportacao e nas tecnologias empregadas no plantio, no manejo e na colheita. Como
consequéncia dessa evolucdo, houve um aumento no consumo de agrotoxicos,
colocando o pais entre 0s seis maiores consumidores mundiais de agrotdxicos entre
1970 e 2007 (JARDIM et al., 2009). Em 2008, o pais assumiu 0 posto de maior
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consumidor mundial de agrotdoxicos. Esta comercializacdo teve crescimento
acelerado até o ano de 2013, perdendo forca no ano seguinte devido a crise
econbmica vivida no pais. Entre os anos de 2007 e 2017, a comercializacdo de
agrotoxicos no Brasil ultrapassou a marca de 500 mil toneladas por ano (TAVARES
et al., 2020).

[008] Os agrotdxicos sao utilizados nas plantacdes com o intuito de controlar alguns
tipos de insetos-praga, no entanto, o uso indiscriminado destes produtos tem gerado
uma série de problemas, como a permanéncia de residuos nos frutos, o desequilibrio
trofico e o surgimento de organismos resistentes (SALLES, 2001). Dentre as pragas
de importancia econdmica no Brasil, destacam-se as moscas das frutas da familia
Tephritidae que podem causar perdas de até 100% nas areas infestadas
(CARVALHO, 2006). A espécie Anastrepha obliqua destaca-se no cenario nacional
devido aos prejuizos econdmicos decorrentes do ataque a frutiferas de importancia
econdmica, como a manga e a goiaba (BOLETIM MARKESALQ, 2016; TRECHEL,
2016). As moscas das frutas também podem ser controladas empregando-se outros
meétodos, além do controle quimico. O controle cultural, através do ensacamento dos
frutos, € uma das alternativas utilizadas. Entretanto, ndo € um método viavel, devido
a necessidade do emprego de grande quantidade de mao-de-obra, o que acaba
elevando os custos do processo (SALLES, 1995).

[009] Visando um controle mais eficiente para moscas das frutas, tem-se utilizado
uma seérie de técnicas, conhecidas como Manejo Integrado de Pragas (MIP), as quais
envolvem: o uso de atraentes alimentares, o controle biolégico com parasitoides, o
monitoramento das areas cultivadas e o controle por comportamento pelo emprego
de semioquimicos (ZARBIN et al., 2009; LIMA-MENDONCA et al., 2014). O uso de
semioquimicos presentes nos frutos hospedeiros tem se mostrado promissor no
controle de moscas das frutas, pelo fato desses compostos desempenharem um
papel importante no comportamento reprodutivo destes insetos (LANDOLT et al.,
1992; 1997). Um dos fatores que dificultam o emprego dos semioquimicos no controle

de insetos-praga, é a volatilidade destes compostos. Desta forma, para garantir uma
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liberacdo, a uma taxa relativamente constante, durante o periodo de captura dos
insetos-alvo, sao utilizados materiais adsorventes (EVALDO et al., 1987).

[010] Dentre os diversos liberadores utilizados para semioquimicos, destaca-se o
septo de borracha que possui sistemas matriciais. Neste sistema, 0s semioquimicos
estdo adsorvidos em uma espécie de rede formada por cadeias de uma ou mais
substancias quimicas polimerizadas (matriz), que atua como agente modulador da
liberacdo (MUNOZ-PALLARES et al., 2001). Um outro tipo de liberador que vem
sendo empregado para semioquimicos, sdo os polimeros naturais provenientes da
desacetilacdo da quitina, um polissacarideo presente no exoesqueleto de animais
como o0s crustaceos, os moluscos e os insetos (ANGELOVA & HUNKELER, 1999;
SONIA & SHARMA, 2011). Dentre os polimeros naturais, os polissacarideos sédo os
mais utilizados, entre eles: acido hialurénico, quitosana, goma xantana e pectina, com
destaque para a quitosana que pode ser utilizada para microencapsulacdo atuando
como uma barreira contra os diversos fatores ambientais, que podem vir a liberar o
material sob condi¢des especificas e, ainda, em taxas controladas de velocidade e
guantidade (JANSSON-CHARRIER et al, 1996; HEUSKIN et al., 2011;
SIONKOWSKA, 2011).

[011] As publicacdes e os registros de patentes referente a atrativos para tefritideos,
mais precisamente para o género Anastrepha, referem-se as formulacbes de
compostos sintéticos como perspectiva futura para uso no manejo integrado de
pragas. O registro BR 2019000681, refere-se a uma mistura contendo dois alcoois e
guatro terpenos, atrativa para fémeas de dois morfotipos de Anastrepha fraterculus
encontrados no Brasil, 0 morfotipo Brasileiro 1, do sul do pais e o morfotipo Brasileiro
3, do nordeste, de maneira analoga aos extratos de machos coespecificos. O acido
pentanodidico e seus derivados foram testados como deterrentes de oviposicao para
varias espécies de moscas das frutas que causam danos em pomares comerciais no
México (Pl 06102271). Ja as patentes BR1020190045418, BR1020180713205,
descrevem formulacdes de cairomonios atrativos a espécie A. obliqua obtidos pelas
plantas hospedeiras Averroa carambola e Psidium guajava respectivamente. O

registro BR1020190045434, trata de formulacdes constituidas de compostos comuns
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entre os volateis liberados pelos machos de A. obliqua e os frutos de goiaba,
carambola e manga que sejam atraentes para fémeas co-especificas, demonstrando
gue todas as formulagOes foram atraentes, mas aquelas que continham compostos
dos hospedeiros carambola e manga apresentaram maior atratividade. Embora a
patente de numero BR1020180725637 seja referente a misturas (M1: pineno,
canfeno, sabineno e B-mirceno, M2: a-pineno canfeno e sabineno, M3: a-pineno,
canfeno e 3-mirceno, M4: canfeno, sabineno e 3-mirceno e M5: apineno, sabineno e
B-mirceno, nas proporgdes de 11,57:1:1:66,66 para os compostos a-pineno, canfeno,
sabineno e 3-mirceno, respectivamente) de compostos volateis presentes em manga
gue sao atraentes para fémeas de A. obliqua, a dosagem testada foi de 10 ng e o
substrato utilizado foi a quitosana pura, o que difere da proposta aqui descrita. Nesta
proposta, testou-se os componentes individuais formulados em um novo substrato de
liberacdo, denominado de LE2 (hibrido de quitosana e linter de algodao) em trés
diferentes dosagens (10 ng, 1,0 ng e 0,1 ng).

DESCRICAO DA TECNICA

[012] A presente invencdo podera apresentar alteracbfes em sua composi¢cao para
gue se possa obter um produto mais eficiente, dentre estas modificacdes esta a forma
de apresentacédo (liquida, solida ou gasosa), adicdo de enchimentos, espessantes,
solventes e aglutinantes para obtencédo da estabilidade e estimulantes de apetite.
Além disso, pode haver a adicdo de inseticidas quimicos, inseticidas biologicos e
agentes poliméricos. As formulacfes sdo compostas pelos componentes ativos e
inertes eficientes na atracdo de fémeas acasaladas de A. obliqua em pomares de
manga a partir das seguintes etapas experimentais:

Coleta do material biolégico e manutencédo dos insetos

[013] Os insetos utilizados nos ensaios de laboratdrio foram provenientes de coletas
de frutos de carambola infestados realizadas em pomares domésticos no municipio
de Macei6-AL (9°39” 59’ S, 35° 44” 6° W). No laboratério de Ecologia Quimica, da
Universidade Federal de Alagoas, os frutos infetados, foram armazenados em gaiolas
de isopor (44 x 35 x 25 cm) a espera do periodo de emergéncia das moscas.

Posteriormente, os insetos adultos foram mantidos em gaiolas de vidro (30cm X
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20,5cm x 16cm), onde foi disponibilizado para as moscas: dieta artificial rica em
proteina e carboidratos (extrato de soja, agucar, levedo de cerveja e gérmen de trigo
na proporcao 3:3:1:1) e trés recipientes contendo agua e frutos que servem para
domesticacdo da populagéo. Duas vezes por semana foram efetuadas a limpeza
destas gaiolas e a substituicdo dos recipientes contendo a dieta artificial, &gua e os
frutos, além da coleta das moscas que emergiram dos frutos infestados no campo e
dos frutos retirados das gaiolas mantidas em laboratério. A temperatura da sala de
criacdo foi mantida em 25°C, umidade relativa de 60% e fotoperiodo de 14 horas (14h
luz/10h escuro).

Coleta dos voléateis dos frutos de manga

[014] Os frutos sadios de manga da variedade Tommy-Atkins foram coletados na
fazenda Esperanca Santa Terezinha, situada no municipio de Marechal Deodoro-AL
(9° 43' 5" Sul, 35° 54' 8" Oeste). Os constituintes volateis liberados pelos frutos de
manga foram extraidos por meio da técnica de aeracdo (“headspace” dindmico ou
“‘purg and trap”). Para tanto, aproximadamente 250,0 g desses frutos foram mantidos
em uma camara de aeracédo (18 cm de altura x 20 cm de diametro) contendo, em uma
das suas aberturas, um filtro de carvao ativado (300 mg) adaptado a entrada de um
fluxo constante de ar (0,5 L/min) e, acoplado a saida, um tubo coletor de volateis (trap)
contendo o material adsorvente Tenax® (50 mg; Chromopack 60-80 mesh - poli(oxi-
2,6-difenil-1,4-phenileno)). Os frutos foram submetidos a técnica por um periodo de
24 horas e ao final de cada periodo, o tubo contendo os volateis, foi substituido e o
processo reiniciado. O processo foi repetido 14 dias seguidos e os traps contendo os
constituintes volateis liberados pelos frutos foram submetidos ao processo de
dessorcdo, que consistiu na extracdo dos compostos por meio da passagem de
solvente bidestilado (hexano grau HPLC). A dessorcéo foi realizada com um volume
de 0,5 mL de hexano bidestilado para cada trap. Os extratos foram coletados em
ampolas de vidro, que foram seladas e acondicionadas em freezer para
posteriormente serem empregados nos bioensaios comportamentais como
tratamento testemunha.

Testes comportamentais
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[015] Os bioensaios foram realizados com os compostos previamente identificados
como EAD ativos para fémeas acasaladas de A. obliqua, presentes nos frutos de
manga (AQUINO, 2019). Os compostos sintéticos foram formulados individualmente
e testados para determinar se existia a atracdo de fémeas para estas formulacdes.
Inicialmente os compostos sabineno, a-pineno, B-mirceno e canfeno foram adquiridos
comercialmente pela Sigma-Aldrich (grau de pureza 98,5%), e posteriormente foram
preparadas as formulacées contendo 0,01 g do substrato biopolimérico LE2 e 10ul
dos compostos individuais, nas doses de 10 ng, 1,0 ng e 0,1 ng. Os testes foram
realizados em arena de vidro (45 cm x 30 cm x 30 cm) cobertas com tecido voil no
horario entre as 14:00-17:00 h, onde as formulacbes eram penduradas nas
extremidades da arena, de maneira equidistante (30 cm). O controle positivo foi o
extrato do fruto de manga e o controle negativo o eppendorf contendo o polimero
adsorvente (substrato LE2). A duracdo do bioensaio foi de 20 minutos, sendo
realizadas 4 repeticbes por tratamento. Para cada repeticdo foram utilizadas seis
fémeas acasaladas marcadas no dorso com tinta atoxica de diferentes cores, com o
objetivo de avaliar a atratividade simultdnea para dois tratamentos diferentes
(formulacdo do composto individual e o controle). Foram observados dois
comportamentos: voo direcionado e pouso e permanéncia na fonte de odor.

Anélise estatistica

[016] Os dados obtidos nos bioensaios foram analisados primeiramente com a
finalidade de verificar 0s pressupostos paramétricos de normalidade e
homogeneidade das variancias dos residuos pelos testes de Lilliefors e Kolmogorov-
Smirnov (p<0.05). Tratando-se de dados ndo normais, o teste de Wilcoxon (p<0.05)
foi aplicado nas avaliacbes comportamentais de dupla escolha quando se observou
a atracao de fémeas para as formulacdes dos compostos volateis. As analises foram
executadas a partir do Software Origin 9.0. (©OriginLab Corporation).
RESULTADOS OBTIDOS

Testes comportamentais com formulagdes individuais

[017] Os resultados obtidos demonstraram que as formula¢cdes dos compostos

sabineno e a-pineno, nas trés diferentes doses (10 ng, 1,0 ng e 0,1 ng),
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desencadearam respostas comportamentais analogas aquelas obtidas para a
formulagdo contendo o extrato do fruto hospedeiro manga (figuras 1 e 2). Foi
observado ainda que, as fémeas de A. obliqua exibiram maior preferéncia pelas
formulagbes dos compostos B-mirceno e canfeno, na dose de 10 ng, quando
comparadas as formulagdes contendo o extrato de manga (figuras 3 e 4).

Testes comportamentais com formulagdes individuais

[018] Nos testes comportamentais observou-se que quase todas as formulacdes dos
compostos testados foram téo atrativas quanto o extrato do fruto, exceto a formulacéo
do canfeno na dose de 0,1 ng, que foi menos atrativa do que o extrato de manga, e
as formulagbes dos compostos B-mirceno e canfeno na dose de 10 ng foram mais
atraentes para fémeas acasaladas de A. obliqgua do que o extrato de manga.

[019] Em estudos realizados por AQUINO (2019), os quatros terpenos: sabineno, a-
pineno, p-mirceno e canfeno, foram identificados como compostos
eletrofisiologicamente ativos no extrato de manga Tommy, para fémeas acasaladas.
Esses quatros terpenos também foram identificados em outras variedades de manga
(ANDRADE et al., 2000, QUIJANO et al.,, 2007). O composto B-mirceno foi
caracterizado em treze variedades de manga encontradas no Brasil (ANDRADE et
al., 2000). O canfeno foi identificado em andlises quimicas com trés variedade de
manga proveniente do México (MALO et al., 2012). Em um estudo similar realizado
na Colémbia, os compostos canfeno e B-mirceno foram detectados em seis e oito
variedades de manga, respectivamente (QUIJANO et al. 2007).

[020] Estudos conduzidos com a espécie Bactrocera invadens, demostraram que o
B-mirceno, encontrado nos extratos de manga, goiaba e laranja, eliciou
despolarizacdo nas antenas de fémeas (BIASAZIN et al.,, 2014). MACLEOD &
TROCONIS et al., (1982) identificaram o composto 3-mirceno como responsavel pelo
cheiro caracteristico de manga verde. PANDIT et al., (2009) também encontraram
este composto na variedade Kent.

[021] Testes de eletroantenografia com o extrato do fruto de carambola revelaram
que o composto B-mirceno causou despolarizacdo das antenas de fémeas de A.

obligua. Também houve despolarizacdo das antenas de fémeas de A. obliqua,
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guando as mesmas foram expostas ao extrato do fruto de goiaba, dentre 0s

compostos identificados, destacam-se o0 3-mirceno e o a-pineno (AQUINO, 2019).

VANTAGENS DA PATENTE

[022] O controle para moscas das frutas mais amplamente usado no Brasil é o
guimico, por meio de aplicacdes de iscas toxicas e pulverizacdes em cobertura total,
empregando-se inseticidas fosforados, os quais possuem elevada toxicidade, além
de ndo serem seletivos aos inimigos naturais. Os inseticidas cadastrados no
Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA) para a espécie A. obliqua
correspondem a Espinosade para citrus e manga e o Malatiom para a cultura do
péssego. A exigéncia por alimentos com niveis reduzidos ou isentos de residuos de
agrotoxicos e a conscientizacdo da populagcédo sobre os riscos ambientais causados
por tais produtos, tém incentivado o uso de varios metodos e taticas de controle,
conhecidos como programas de manejo integrado de pragas, destacando-se o
monitoramento dos pomares, o ensacamento dos frutos, o controle biologico e 0 uso
de atrativos. O uso de semioquimicos € mais uma alternativa empregada através do
Manejo Integrado de Pragas (MIP), sendo considerado um método mais especifico e
ambientalmente sustentavel (LUX et al., 2002; NARANJO et al., 2015). Diversos
estudos demonstraram que adultos de A. obliqua séo atraidos por compostos volateis
de seus frutos hospedeiros (ORTEGA-ZALETA, CABRERA-MIRELES, 1996; CRUZ-
LOPEZ et al., 2006; TOLEDO et al., 2009; MALO et al., 2012; GONCALVEZ, 2001).
Diante das desvantagens apresentadas pelas técnicas atuais, faz-se necessario
buscar novas estratégias de controle baseada na utilizacdo de substancias volateis
presentes nos frutos hospedeiros. E neste contexto, a utilizacdo de compostos
oriundos do fruto de manga formulados no biopolimero LE2, atraentes para fémeas
acasaladas de A obliqua, torna-se um produto com potencial para emprego no
controle desta praga aliado ao Manejo Integrado de Pragas.

DESCRICAO DAS FIGURAS
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[023] Figura 01- Atratividade de fémeas da A. obliqua para formulagbes do
composto sabineno. Nota: (SB1) sabineno na dose de 10 ng, (SB2) sabineno na dose
de 1,0 ng, (SB3) sabineno na dose de 0,1 ng e (C) extrato de aeragdo de manga.

[024] Figura 02- Atratividade de fémeas da A. obliqua para formulagbes do composto
a-pineno. Nota: (AP1) a-pineno na dose de 10 ng, (AP2) a-pineno na dose de 1,0 ng,
(AP3) a-pineno na dose de 0,1 ng e (C) extrato de aeracao de manga.

[025] Figura 03- Atratividade de fémeas de A. obliqua para formulagbes do composto
B-mirceno. Nota: (BM1) B-mirceno na dose de 10 ng, (BM2) B-mirceno na dose de 1,0
ng, (BM3) B-mirceno na dose de 0,1 ng e (C) extrato de aeracdo de manga. *- indica
diferenca estatistica significativa pelo teste de Wilcoxon (p<0.05).

[026] Figura 04- Atratividade de fémeas de A. obliqua para formula¢cées do composto
canfeno. Nota: (CF1) canfeno na dose de 10 ng, (CF2) canfeno na dose de 1,0 ng,
(CF3) canfeno na dose de 0,1 ng e (C) extrato de aeracdo de manga. *- indica

diferenca estatistica significativa pelo teste de Wilcoxon (p<0.05).
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REIVINDICACOES

1. Formulacbes atraentes com atividade cairomonal para fémeas acasaladas da
mosca das frutas A. obliqua (Diptera: Tephritidae) caracterizadas por
compreender componentes identificados no fruto hospedeiro manga (Mangifera
indica), tratando-se das doses 10 ng, 1,0 ng e 0,1 ng dos seguintes componentes
individuais: a-pineno, canfeno, sabineno e B-mirceno, formulados no substrato de
hibrido de quitosana e linter de algodao na proporcao de 1,4:2.

2. FormulagOes atraentes com atividade cairomonal para fémeas acasaladas da
mosca das frutas A. obliqua (Diptera: Tephritidae), de acordo com a reivindicacao
1, caracterizadas por todos os compostos formulados no substrato biopolimérico,
resultando na dose de 10 ng, com a propor¢ao entre composto e substrato de 1:1.

3. Formulagbes atraentes com atividade cairomonal para fémeas acasaladas da
mosca das frutas A. obliqua (Diptera: Tephritidae), de acordo com a reivindicacao
1, caracterizadas por todos os compostos formulados no substrato biopolimérico,
resultando na dose de 1,0 ng, com a proporcdo entre composto e substrato de
1:1.

4. Formulacdes atraentes com atividade cairomonal para fémeas acasaladas da
mosca das frutas A. obliqua (Diptera: Tephritidae), de acordo com a reivindicacao
1, caracterizadas pelos compostos a-pineno, sabineno e 3- mirceno formulados
no substrato biopolimérico, resultando na dose de 0,1 ng, com a proporcao entre
composto e substrato de 1:1.
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DESENHOS

Figura 01
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Figura 02
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Figura 03

Figura 04
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