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RELATORIO DESCRITIVO DA PATENTE DE INVENCAO PARA “Formulagdo
atraente com atividade feromonal para fémeas da mosca das frutas A. obliqua
(Diptera: Tephritidae)”

[001] A presente invengao refere-se as formulacbes com atividade feromonal a partir
de compostos volateis liberados por machos da mosca das frutas Anastrepha
obliqua, eficazes no controle desse inseto praga. Em uma primeira concretizagao, a
composicao com atividade feromonal corresponde as seguintes misturas: A (1-
heptanol, linalol, (Z)-3-nonen-1-ol, (E,Z)-3,6-nonadien-1-ol e a-farneseno), B (1-
heptanol, linalol, (Z2)-3-nonen-1-ol e (E,Z)-3,6-nonadien-1-ol), C (1-heptanol, linalol,
(Z2)-3-nonen-1-ol e a-farneseno), D (1-heptanol, linalol, (E,Z)-3,6-nonadien-1-ol e a-
farneseno), E (1-heptanol, (Z2)-3-nonen-1-ol, (E,Z)-3,6-nonadien-1-ol e a-farneseno),
F (linalol, (Z)-3-nonen-1-ol, (E,Z)-3,6-nonadien-1-ol e a-farneseno) e todas formuladas no
substrato polimérico quitosana na dose de 0,1ng com a propor¢ao entre mistura e
substrato de 1:1.

PROBLEMA QUE A INVENGAO SE PROPOE A RESOLVER

[002] A mosca das frutas Anastrepha obliqua € um dos tefritideos que geram
prejuizos econdémicos na América do Sul. Esta espécie polifaga tem impacto direto
na produgao de frutos, causando restrigdes quarentenarias na exportagcdo desses
para muitos paises. Atualmente, o Brasil € um dos maiores produtores do mundo e,
entre os principais frutos hospedeiros de A. obliqua, encontram-se a manga, a
goiaba e a carambola. Em geral, os principais danos causados a esses hospedeiros
sao provocados por fémeas e por suas larvas. As fémeas depositam seus ovos no
interior do fruto e, ao emergirem, as larvas se alimentam da polpa do mesmo,
resultando na diminui¢cdo da qualidade do fruto. Além disso, os orificios oriundos da
insercdo do ovipositor da fémea na superficie do fruto facilitam o acesso de
microorganismos oportunistas no seu interior, os quais também contribuem para a
sua degradagédo. No Brasil, estima-se que cerca de 120 milhdes de dolares/ano
sejam gastos na produgdo, comercializagdo, processamento de frutas e
principalmente no controle contra espécies de moscas das frutas; deste montante,
aproximadamente 30% destina-se aos gastos na produgédo de frutos. Para evitar

maiores perdas, o Ministério da
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Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA), em cooperagao com a Associagao
Brasileira dos produtores de frutas (ABRAFRUTAS), por meio do programa de
combate nacional as moscas das frutas, ttm como meta investir até 2018 cerca de
128 milhdes de reais para combater esses insetos, os quais, de forma geral, causam
a depreciacao dos frutos produzidos em todo o territério nacional (BRASIL, 2015).
[003] A presente invengdo se propde a minimizar o problema enfrentado pelos
produtores destes frutos, no que se refere ao ataque da praga em questéo, pelo uso
de formulagdes contendo misturas de compostos liberados por machos de A.
obliqua.

CAMPO DE ATUAGAO

[004] A presente invengéo destina-se ao emprego em plantios comerciais de goiaba,
em diferentes regides geograficas brasileiras e em paises nos quais a cultura desse
fruto vem sendo disseminada, visando o controle da praga e, consequentemente, a
diminui¢ao dos prejuizos causados pela mesma.

ESTADO DA TECNICA

[005] Dentre os principais desafios ligados a fruticultura, a producao sustentavel de
frutas tem sido aquele mais relevante nos dias atuais, principalmente devido ao uso
indiscriminado de pesticidas organosintéticos de amplo espectro para o controle de
insetos praga. Esses produtos séo extremamente nocivos para o meio ambiente e
para os seres humanos, e seu uso tem sido cada vez mais combatido no cenario
internacional. O Brasil, no entanto, continua utilizando amplamente esses produtos
sendo o maior consumidor mundial, resultando consequentemente, na produgcao de
frutos com quantidades elevadas de agrotéxicos.

[006] Uma alternativa para o manejo destes insetos, que vem recebendo atencao
especial nos ultimos anos, é o controle por comportamento através do uso de
semioquimicos, sinais quimicos que atuam na comunicagao intra e interespecifica
(ferombnio e cairoménio, respectivamente). No Brasil, esta pratica vem sendo
difundida como tecnologia alternativa por dispensar o uso de agrotoxicos mais
nocivos, sendo uma ferramenta segura para a produgédo de frutos sem agredir o
ambiente e ocasionar riscos a saude dos produtores e consumidores. Assim,
estudos que visem a caracterizagdo e o desenvolvimento de rotas de sintese de

compostos
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com potencial na atragdo desses insetos pragas tém sido substancialmente
intensificados.

[007] Grupos de pesquisadores vém trabalhando na identificagdo dos componentes
volateis como atrativos para diversas espécies de pragas, incluindo as moscas das
frutas. Atualmente as informagdes disponiveis sobre esses componentes
encontram- se em varias bases de dados, por exemplo, “The Pherobase” (disponivel
na web em http://www.pherobase.net/).

[008] O monitoramento de insetos com armadilhas contendo semioquimicos
sintéticos geralmente é utilizado para trés finalidades: a) detectar a presenca de
insetos; b) conhecer a sua flutuagdo populacional; e c) conferir se existe a
necessidade de aplicar medidas de controle. No entanto, as armadilhas estao
disponiveis comercialmente apenas para 0 uso nos programas de manejo integrado
de pragas (MIP).

[009] No Brasil, o uso de armadilhas utilizando semioquimicos, tais como atraentes
sexuais (feromdnios) sintéticos foi inicialmente utilizada no monitoramento da
lagarta- enroladeira da macga, Bonagota salubricola (Iscalure bonagota® e
Biobonagota®) e da mariposa oriental Grapholita molesta (Biografolita® e Iscalure
grafolita®). Essas armadilhas promovem capturas seletivas, apresentam baixo custo
e servem para detectar as espécies praga, mesmo em épocas de baixa infestacao.
[010] As patentes dos atraentes para as espécies Grapholita molesta e Bonagota
salubricola foram depositadas no INPI sob numero Pl 0405346-0A2, onde os dois
produtos estdo protegidos pela mesma patente. O pedido BR 1020120135558A2,
inclui o tortricideo (leafroller), lagarta de cereais (Spodoptera), Sesiidae
(Synanthedon), lagarta rosada (Pectinophora gossypiella: PBW), mariposa da uva
europeia (Lobelia botrana: EGVM), mariposa do tomate (Keiferiaily copersicella:
TPW), mariposa da maga marrom clara (Epiphyes postvittana), Grapholita dimorpha,
minador de folhas de macga (Phyllonorycter ringoniella), minador de folhas do tomate
(Tuta absoluta) e mariposa-bode europeia (Cossus cossus). Além desses, outra
patente referente a uma praga importante para cultura relevante no Brasil esta
relacionada a composi¢ao de atracao, captura e/ou exterminio do percevejo da soja
Piezodorus guildinii (P!l 9903509-0), que tem como principio ativo o composto
2,6,10-
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trimetiltridecanoato de metila, responsavel pela atragdo de varias espécies de
percevejos da familia Pentatomidae, incluindo o percevejo marrom da soja o
Euschistus heros.

[011] Os atraentes que vem sendo usados no Brasil, especialmente em Alagoas,
também demonstram boa eficiéncia, como é o caso do Rincoforol®, feroménio de
agregacéao da broca do olho do coqueiro. Vale destacar que o ferombnio da broca
da cana de agucar, Diatraea flavipennella (Crambidae), descoberta recentemente no
Brasil, cuja formulagdo possui depédsito de patente sob n° Pl 0903698-9, foi
depositado pelo grupo de Ecologia Quimica, responsavel pelo presente pedido. Esta
formulagdo possui alta eficiéncia em condigbes de campo quando empregadas em
armadilhas para captura de machos visando a redugao populacional da espécie
para indices abaixo do nivel de dano econémico.

[012] Semioquimicos, tais como os citados acima, atuam em quantidades
extremamente pequenas, permanecendo no campo por varios meses e nao sao
toxicos, propiciando beneficio ao produtor (VILELA & MAFRA-NETO, 2001). Existem
registros de produtos utilizados como atraentes alimentares e feromonais como
marcac¢ao de hospedeiros, aliados ou ndo a inseticidas, para moscas das frutas de
diferentes espécies, incluindo Bactrocera dorsalis (US2011290909), Ceratitis
capitata e Anastrepha Iludens (US19874820513, BR8605335, GB2178315, PI
9914748-3 A2), além de Anastrepha obliqua cujos constituintes quimicos obtidos de
volateis de frutos de Spondias mobim também foram formulados e patenteados (Pl
0610227-1A2 e US2008030572). O composto linalol esta patenteado como atraente
para Ceratitis capitata, Dacus dorsalis, D. curcurbitae e Anastrepha Iludens (PI
8605335). Nesta patente os inventores também reivindicaram os compostos:
acetato de geranila; 2,5- dimetilpirazina; 2,3-dimetilpirazina; acido (E)-2-hexenoico;
furfurol; (E,E)-a-farneseno e metil eugenol (GB2178315-A; BR8605335-A;
US4820513-A). Com excecao dos atraentes feromonal e cairomonal para a espécie
A. fraterculus, depositado pelo Grupo de Ecologia Quimica-UFAL, sob os numeros
BR1020150164041 e BR1020160038219, respectivamente, até o presente
momento, ndo existem registros em bases patentarias referentes aos atraentes para

A. obliqua baseados em compostos volateis oriundos do feroménio sexual.
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[013] Assim, a utilizagdo de semioquimicos como atraentes no controle de pragas
vem sendo encarada como alternativa promissora, uma vez que seu impacto
ambiental € minimo se comparado as outras formas de controle de pragas
atualmente empregadas. Essa possibilidade tem contribuido muito para o
conhecimento dos habitos reprodutivos dos insetos que atacam as plantagdes de
culturas relevantes na fruticultura brasileira.

[014] Dada a importancia dos semiquimicos no biocontrole de insetos-praga, varias
propostas de sintese e formulacdo destes compostos tém sido relatadas em
trabalhos publicados e em documentos de patente como alguns dos exemplos
citados anteriormente. Este fato os torna potenciais produtos que podem ser
aplicados sob a forma de formulag¢des especificas e agricolamente aceitaveis.
DESCRICAO DA TECNICA

[015] Os inventores da presente composicdo identificaram formulagbes em
biopolimero dos compostos sintéticos oriundos do feroménio sexual de machos
coespecificos de A. obliqua. As formulagbes com atividade feromonal compreende
as misturas A, B, C, D, E e F formada pelos compostos: 1-heptanol, linalol, (Z)-3-
nonen- 1-ol, (E,Z)-3,6-nonadien-1-ol e a-farneseno em diferentes combina¢des, na
dose de 0,1ng. A proporgdo entre compostos e substrato foi de 1:1 em todas as
formulagdes descritas.

[016] A composicdo da invencdao pode estar nas formas liquida, sdlida e
semissolida. Na forma sdlida, a composi¢ao pode estar na forma micronizada, na
forma de gréanulos de pé. Na forma liquida, a composi¢ao da invengao pode estar na
forma de solugdes, suspensdes ou géis.

[017] A composi¢do da invengao pode incluir um ou mais aditivos para melhorar a
estabilidade da composigdo, enchimentos, espessantes, solventes e aglutinantes.
Exemplos de tais aditivos incluem, mas nao estao limitados a, -6leos vegetais, tais
como, oOleo de oliva, 6leo de soja, oleo de milho, éleo de girassol, 6leo de canola e
suas combinagdes. Exemplos de enchimentos incluem uma ou mais argilas minerais
(por exemplo, atapulgita). Exemplos de solventes incluem alcool etilico, alcool
metilico, hidrocarbonetos clorados, solventes de petréleo e suas combinacgdes.

Exemplos de aglutinantes incluem goma shellac, resinas acrilicas, epoxidos,
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alquidicas, poliuretanas, 6leo de linhaga e suas combinagdes. Estimulantes de
apetite também podem estar presentes nas composi¢des da invencgao, estimulantes
esses que incluem, mas nao estdo limitados a, 6leo de semente de algodéao, ésteres
de acido graxo de fitol, ésteres de acido graxo de geranil geraniol, extratos de
plantas, alcoois de plantas e suas combinacdes.

[018] A composicédo da invengdo pode conter um ou mais agentes poliméricos tais
como celuloses, proteinas, caseina, polimeros baseados em fluorcarbono, resinas
hidrogenadas, ligninas, melamina, poliuretanas, polimeros vinilicos, tais como
acetato de polivinila (PVAC), policarbonatos, polivinilideno dinitrila, poliamidas,
alcool polivinilico (PVA), poliamida-aldeido, aldeido polivinilico, poliésteres, cloreto
de polivinila (PVC), polietilenos, poliestirenos, polivinilideno, silicones, e
combinagdes dos mesmos. Exemplos de celuloses incluem, mas nao estao
limitados a, metil celulose, etil celulose, acetato de celulose, acetato-butirato de
celulose, acetato- propionato de celulose, propionato de celulose e combinacdes
dos mesmos.

[019] As composicbes da invengao também podem incluir, desde que em baixas
concentracbes, um ou mais inseticidas quimicos tais como ciflutrin, permetrin,
cipermetrin, bifintrin, fenvalerato, flucitrinato, azinfosmetil, metil paration, malation e
outros. As composigdes da invengdo também podem incluir inseticidas bioldgicos,
tais como toxinas e piretrinas naturais, proteinas de Bacillus thuringiensis e de
Beauveria bassiana.

[020] As composigdes da invengdo compreendem os componentes ativos e inertes
em uma quantidade eficaz, que seja suficiente para atrair fémeas virgens da espécie
A. obliqua em pomares de frutos hospedeiros dessa praga. A quantidade eficaz
mencionada corresponde a uma propor¢ao que varia na faixa de 1 até 10 (p/p) de
substancias ativas (componentes da formulagao).

[021] As etapas a seguir sdo referentes a experimentos para caracterizagdo da
atividade bioldgica atrativa dos componentes volateis emitidos por machos de A.

obliqua, obtidos através da técnica de aeracgéao.
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Coleta e acondicionamento dos frutos infestados para obtengado dos insetos
adultos

[022] Foram realizadas coletas de frutos infestados com larvas da mosca das frutas
A. obliqua no municipio de Maceié (AL) em pomares domésticos da regiao
(9°36°02.9”S, 35°46’13.2"W - Santa Amélia). Os frutos de carambola, infestados com
larvas da mosca das frutas A. obliqua, foram coletados para obtengdo de insetos
adultos, em seguida estes foram acondicionados em gaiolas de isopor (45L) com
abertura na parte superior, coberta com tecido tipo voil para facilitar a aeragao dos
frutos e dentro da gaiola foi adicionado vermiculita de granulo médio como substrato
para pupacao das larvas. As gaiolas com frutos infestados foram mantidas no anexo
do laboratério de Ecologia Quimica em condigbes semiambientais.

Manutencgao dos insetos

[023] Os insetos adultos, machos e fémeas, foram mantidos em gaiolas de criagao
(20 cm x 30 cm x 15 cm) contendo dieta artificial (agucar cristal, extrato de soja,
agucar mascavo, levedo de cerveja e gérmen de trigo) na proporgao 3:3:1:1:1, agua
servida em recipiente de plastico contendo esponja levemente umedecida e frutos
de goiaba que serviram como substrato de oviposicdo para as fémeas. No
laboratério, estes frutos foram imersos em solugdo de agua sanitaria (15 mL/L)
durante 20 min. para a desinfecgdo, em seguida foram transferidos para baldes de
15L contendo agua a temperatura de 65°C por 1 min para tornar inviavel ovos de
moscas das frutas que, porventura, tenham sido depositados previamente na
superficie do fruto. A manutencao das coldnias de laboratério foi realizada duas
vezes por semana com troca da dieta e do substrato de oviposi¢cao e introdugao de
novos insetos adultos provenientes das coletas de campo. Além disso, as gaiolas
foram substituidas por gaiolas limpas em intervalos de 15 dias.

Obtencgao dos extratos do feroménio de machos de A. obliqua

[024] A obtencdo do extrato do feromdnio de machos de A. obliqua foi realizada a
partir da técnica de aeracdo conhecida também como “headspace” dindmico ou
“purg and trap” que consiste em um fluxo de ar que purga as substancias volateis,
emitidas pela amostra, para um polimero adsorvente, neste caso 150 mg de Tenax®
com didmetro poroso de 60-80 mesh. Para produzir o fluxo de ar, foi utilizada uma

bomba
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de ar conectada a um fluxdmetro usado para controlar a entrada do ar (0,5 L/min).
Antes de ser introduzido na camara (dessecador de vidro modificado com 20,0 cm
de didmetro e 18,0 cm de altura) contendo 50 machos sexualmente maduros, o ar
de purga passou por um filtro de carvao ativo para remogao de possiveis impurezas
contidas no mesmo. Os volateis liberados pelos machos ficaram retidos no material
adsorvente suportado em um frap de vidro contendo o adsorvente com as duas
extremidades fechadas com 1a& de vidro dessilanizada. A cada periodo de 24 h o
mesmo foi substituido por um novo frap previamente condicionado. Esse
procedimento foi realizado durante sete dias, perfazendo um total de sete amostras.
Apods a coleta dos volateis, foi realizada a dessor¢cao dos traps, que consistiu na
extragdo das substancias por meio da passagem de solvente bidestilado (2,0 mL de
hexano grau HPLC). A cada dessorgcao realizada, o volume do extrato obtido foi
transferido para duas ampolas de vidro com capacidade para 2,0 mL. Cada ampola
utilizada apresentando aproximadamente 1,0 mL do extrato do feroménio foi selada
e acondicionada em freezer a temperatura de -5 °C para posterior analise e/ou
utilizagdo em ensaios de laboratério.

Identificacado dos compostos eletrofisiologicamente ativos para fémeas de A.
obliqua

[025] Com o intuito de identificar quais constituintes quimicos presentes nos extratos
de machos de A. obliqua sao detectados pelas antenas de fémeas virgens
coespecificas, analises eletrofisiolégicas foram realizadas em um cromatégrafo
gasoso (Trace GC Ultra; Thermo Scientific, Mildo, Italia), equipado com uma coluna
DB-5 (30m x 0,25mm i.d. x 0,25um film, ValcoBond) e um detector de ionizagdo em
chamas (FID) acoplado a uma interface de deteccédo eletroantenografica provida
pela Syntech (Kirchzarten, Alemanha) (GC-EAD). Uma aliquota das amostras (1,0
ML) foi injetada em cromatografo gasoso HP 5890 sob o modo splitless. As fémeas
virgens de A. obliqua com idade variando entre 10-20 dias (N=6) foram utilizadas
para as analises. A cabeca de cada fémea foi extraida do térax usando micro-
tesoura, e sua base bem como a ponta de uma das antenas foi montada entre dois
eletrodos capilares de vidro, preenchidos com solu¢do de Ringer (8.0 g/L de NaCl,
0,4 g/L de KClI, 0,4 g/L de CaCl2) ligado a fios de prata. Durante o processo, o fluxo

de gas de
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arraste, contendo os constituintes quimicos separados na coluna, foi dividido em
duas partes iguais: uma seguiu para a antena do inseto (detector antenografico) e a
outra para o FID, ocorrendo o registro simultdneo das respostas de ambos os
detectores ao material eluido da coluna. Um composto foi considerado EAG-ativo
quando induziu despolarizagdo na antena em, pelo menos, trés dos seis individuos
testados.

Identificacao de compostos volateis empregando a técnica de Cromatografia
Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM)

[026] A andlise dos extratos de machos coespecificos em chamamento foram
realizadas utilizando aliquotas de 1 pL das amostras hexénicas do feroménio
através de um cromatégrafo gasoso acoplado a um espectrémetro de massas (GC—
MS; Agilent 7890ATM gas chromatograph, Agilent 5975C Series MSDTM mass
spectrometer, Palo Alto, USA), sob o modo splitless, equipado com uma coluna
apolar HP-5 (Agilent J&W; 30 m x 0.25mm d.i. 0.25um espessura do filme). A
temperatura do forno do GC foi mantida inicialmente a 40 °C por 2 min, aumentando
gradativamente com velocidade de aquecimento de 4 °C min' até atingir a
temperatura final de 230 °C, sendo mantida por 4 min. O fluxo de hélio foi
preservado em pressao constante de 7.0 psi. A interface do EM e do quadrupolo
foram ajustadas em 230 °C e 150 °C, respectivamente. Os espectros de massas
foram registrados em 70eV (em modo El) com uma velocidade de escaneamento de
0.5 scan™de m/z 30- 350.

[027] A identificacdo dos compostos foi feita a partir de comparagcao de seus
espectros de massas e tempos de retengdo com padrdes auténticos disponiveis nas
bibliotecas de referéncia NIST08, Adams (2007) e Wiley Registry™ (versédo 9),
integradas ao software Agilent MSD Productivity ChemStation Agilent Technologies,
Palo Alto, EUA. As atribuicbes de estrutura de componentes individuais foram
confirmadas a partir da comparagao do espectro de massas e do tempo de retencao
de padrbes disponiveis comercialmente. As areas dos picos nos cromatogramas
foram integradas para obtencéo do sinal ibnico total e seus valores foram utilizados
para determinar as proporgoes relativas de cada composto presente nos extratos de
machos coespecificos.

Obtencgao das solugdes e formulagdées dos compostos sintéticos
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[028] Os padrdes dos compostos sintéticos (1-heptanol, linalol, (Z)-3-nonen-1-ol,
(E,Z)-3,6-nonadien-1-ol e a-farneseno) foram adquiridos comercialmente da Sigma-
Aldrich (Brasil) apresentando grau de pureza = 98,5%. Posteriormente, para o
preparo das solu¢cdes dos compostos foram utilizados os procedimentos descritos a
seguir: 10 yL do composto sintético foram transferidos para um baldo volumétrico de
10,0 mL completando-se o volume com hexano bidestilado grau (HPLC) e
homogeneizando a solug&o, obtendo-se assim, uma solugdo com concentragdo 1,0
ML/mL. Esta concentragao foi diluida em 100 vezes para obtencdo da solugdo de
concentracao de 0,01 uyL/mL. As solugdes dos compostos foram acondicionadas em
vials de vidro, os quais foram mantidos em freezer para posterior emprego nos
bioensaios comportamentais Volumes de 10 yL de cada solucdo dos compostos
individuais/mistura na concentracdo de 0,01 uyL/mL foram formulados em
eppendorfs separados contendo 10 mg de um substrato biopolimérico (quitosana
com 65% de desacetilagédo), através da adsorgao por contato em uma sala com
temperatura controlada (25 °C) durante um periodo de 24h, garantindo a
evaporacgao do solvente utilizado no preparo das solugdes. As formulacdes obtidas
resultaram na dose 0,1 ng.

Ensaios de laboratério com as formulagées

[029] Os testes de dupla escolha foram conduzidos durante a fotofase, em sala com
fotoperiodo controlado (14L:10D), no horario entre as 14:00-16:00 h, em arenas de
vidro (45 cm x 30 cm x 30 cm) cobertas com tecido voil, onde os dois eppendorfs
contendo as formulagdes foram pendurados equidistantemente (30 cm) em
extremidades opostas da arena. Um eppendorf com a formulagdo composta por 10
mg do substrato biopolimérico e 10,0 yL do extrato do feroménio serviu como
tratamento-testemunha (controle positivo) e como controle negativo o eppendorf
com substrato. Nestes testes foram utilizados grupos de seis fémeas virgens de A.
obliqua, marcadas com tinta atdxica, com idades variando de 10-20 dias, as quais
foram introduzidas na arena e o seu comportamento bem como o tempo necessario
para chegar a fonte de liberagdo do odor foram registrados durante 20 min. Dois
tipos de respostas comportamentamentais foram registradas: 1) comportamento
agonistico e 2) comportamento de atracdo para a fonte de odor. Para que
fosse possivel contabilizar o comportamento realizado pelo inseto como
comportamento agonistico observaram-se os seguintes atributos: procura pela fonte
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de odor, arraste do ovipositor e alimentagdo na arena; e para pontuar o
comportamento de atracdo observou-se o0 movimento ativo do inseto caracterizado
pelo sobrevdo direcionado a fonte de odor e o toque e permanéncia na fonte. Para
fins de analises estatisticas, foi considerada a soma dos dois comportamentos
registrados. Foram realizadas quatro repeticbes por tratamento nas quais seis
fémeas foram utilizadas uma unica vez durante os experimentos, considerando cada
fémea marcada como uma repeticao.

[030] A atratividade dos compostos com atividade feromonal identificados como
eletrifisiologicamente ativos, foi avaliada nos testes de dupla escolha com fémeas
virgens. Para tanto, inicialmente foram testados os compostos individuais: 1-
heptanol, linalol, (Z)-3-nonen-1-ol, (E,Z)-3,6-nonadien-1-ol e ao-farneseno, na
propor¢cao encontrada nos extratos de machos 95:0,7:1,5:1,5:1,5 respectivamente,
na dose de 0,1 ng, frente ao extrato do feromdnio (controle positivo) e
posteriormente as seguintes misturas: A (1-heptanol, linalol, (Z)-3-nonen-1-ol, (E,Z)-
3,6-nonadien-1-ol e a-farneseno), B (1-heptanoal, linalol, (Z)-3-nonen-1-ol e (E,Z)-3,6-
nonadien-1-ol), C (1- heptanol, linalol, (Z)-3-nonen-1-ol e a-farneseno), D (1-
heptanol, linalol, (E,Z)-3,6- nonadien-1-ol e a-farneseno), E (1-heptanol, (Z)-3-nonen-
1-ol, (E,Z)-3,6-nonadien-1- ol e a-farneseno) e F (linalol, (Z)-3-nonen-1-ol, (E,Z)-3,6-
nonadien-1-ol e a- farneseno). O controle negativo (eppendorf com substrato)
também foi avaliado em bioensaios de dupla escolha frente ao tratamento
testemunha.

Analises estatisticas dos dados obtidos a partir dos bioensaios em laboratério
[031] Os dados foram analisados primeiramente com a finalidade de verificar os
pressupostos paramétricos de normalidade e homogeneidade das variéncias dos
residuos pelos testes de Lilliefors e Kolmogorov-Smirnov (p<0.05). Uma vez
atendidos, o teste t de Student (p<0.05) foi aplicado para verificagdo de diferengas
estatisticas significativas entre os tratamentos em uma mesma repeticdo. Todas as

analises estatisticas foram executadas com o software Assistat 7.7.
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RESULTADOS OBTIDOS

Identificagcdo de compostos eletrofisiologicamente ativos para fémeas de A.
obliqua

[032] As analises por Cromatografia Gasosa acoplada a Eletroantenografia (CG-
EAG), conduzidas com fémeas virgens de A. obliqua e extratos hexanicos de
machos coespecificos, revelou cinco compostos eletrofisiologicamente ativos
(Figura 1). Destes compostos, quatro séo alcoois: (1) 1-heptanol, (2) linalol, (3) (£)-
3-nonen-1-ol e (4) (E,Z)-3,6-nonadien-1-ol) e um é o sesquiterpeno, a-farneseno (5).
[033] A atividade eletrofisiolégica para os compostos (Z)-3-nonen-1-ol, (E,Z)-3,6-
nonadien-1-ol, a-farneseno e (S,S)-(-)-epianastrefina foi observada em fémeas
virgens de A. fraterculus (MILET-PINHEIRO et al.,, 2015). Semelhantemente, os
alcodis linalol e 3,6-nonadien-1-ol foram reportados como EAD-ativos para
Bactrocera invadens (BIASAZIN et al. 2014).

[034] Cruz-Lopez et al. (2015), em estudos realizados com Anastrepha striata,
identificaram trés compostos ativos pelo emprego da técnica de GC-EAD, a saber:
hexanoato de etila, linalol e octanoato de etila. Linz et al. (2013) demonstraram que
2-heptanona, acetato de 3-metil-2-butenila e linalol estimularam respostas antenais
em quatro espécies de moscas pertencentes ao género Drosophila: D.
melanogaster, D. yakuba, D. orena e D. erecta. O linalol também foi ativo para
Anastrepha ludens, sendo um componente de uma mistura sintética empregada no
monitoramento desta praga (GONZALEZ et al. 2006, RASGADO et al. 2009).

[035] Lopez-Guillén et al. (2011) relataram a presenca dos compostos (Z)-3-nonenol,
nonadienol, um sesquiterpeno de identidade desconhecida, B-farneseno, (E,E)-a-
farneseno, (Z,E)-a-farneseno e trés isbmeros do farneseno na mistura feromonal de
A. obliqua. O (Z)-3-nonenol também foi identificado na mistura feromonal de machos
de A. suspensa, A. ludens e A. fraterculus (HEATH et al. 2000; MILET-PINHEIRO et
al., 2015). J4 o composto 1-heptanol foi reportado como componente majoritario,
representando aproximadamente 50% da mistura feromonal de machos de A.
obliqua, além de estar presente, em menor concentragcéo, nos extratos de glandulas
salivares dessa mesma espécie (GONCALVES et al. 2013). Nos extratos de
carambola e manga, hospedeiros de A. obliqua, esse composto também foi

identificado em
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diferentes concentracbes (GONCALVES et al. 2013). Diante do exposto, os
componentes identificados como eletrofisiologicamente ativos, desempenham papel
fundamental na comunicacdo quimica por serem reconhecidos por diversas
espécies de moscas das frutas que sdo consideradas pragas de importancia
econdmica no Brasil e em outros paises.

Atratividade de fémeas de A. obliqua para compostos individuais com agao
feromonal

[036] Em ensaios comportamentais em arena de dupla escolha, observou-se o
comportamento de atratividade de fémeas virgens de A. obliqua para as
formulagbes contendo o ferombnio sexual de machos e o0s compostos
eletrofisiologicamente ativos oriundos do feroménio (Figura 2). De acordo com os
resultados, todos os tratamentos avaliados desencadearam resposta
comportamental nas fémeas, porém, os componentes a-farneseno, (E,Z)-3,6-
nonadien-1-ol, linalol e (Z)-3-nonen-1-ol apresentaram numero médio de
comportamentos semelhante aquele exibido para o extrato de machos
coespecificos, enquanto o componente 1-heptanol apresentou diferenga estatistica
significativa quando comparado com o tratamento controle pelo do teste t de
Student com p<0,05.

[037] A partir de testes comportamentais conduzidos em laboratério, Lopez-Guillén
et al. (2011), demonstraram que machos e fémeas de A. obliqua foram atraidos para
o composto (Z)-3-nonenol quando comparado com o tratamento controle (hexano).
Além disso, quando esse composto foi adicionado ao componente B-farneseno a nova
mistura formada também eliciou atratividade significativa em insetos dessa espécie.
A avaliagdo da atratividade de fémeas de A. fraterculus conduzida por Milet-Pinheiro
et al. (2015) demonstrou, em condi¢cées de laboratério, que essas fémeas foram
mais atraidas para solugdes dos compostos sintéticos (E,Z)-3,6-nonadien-1-ol e a-
farneseno quando comparados com o tratamento controle (hexano). Tais resultados
demonstram que esses compostos induzem respostas comportamentais nesses
insetos, desta forma, a busca por um método de controle para um inseto praga
baseia- se em compostos que eliciam respostas comportamentais semelhantes
aquelas exibidas quando expostos a mistura feromonal, a partir disso pode-se

propor misturas que sejam efetivas na atragcado da espécie em questao.
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Atratividade de fémeas de A. obliqua para misturas com agao feromonal

[038] As misturas de volateis desempenham papel crucial na decodificacdo de
odores por parte dos insetos, uma vez que esses apresentam neurdnios receptores
de odores (ORN’s) os quais permitem o reconhecimento de combinagdes
especificas de volateis (BEYAERT et al., 2010). Desta forma, as misturas B, C, D, E
e F foram preparadas com o intuito de verificar o efeito de redundancia de
compostos, ou seja, se os componentes que eliciaram atragcdo em fémeas virgens
contribuem para a atracdo das mesmas dentro de uma mistura. Os resultados
obtidos demonstram que fémeas de A. obliqua exibiram comportamento de
atratividade para todas as misturas avaliadas nos experimentos de dupla escolha,
no entanto a mistura A, contendo todos os componentes identificados no exemplo 1
apresentou diferenga estatistica significativa quando comparada com extrato de
machos de acordo com o test t de Student com p<0,05 de acordo com a Figura 3.
[039] Os resultados demonstraram que a auséncia dos compostos (E,Z)-3,6-
nonadien-1-ol e (Z)-3-nonen-1-ol nas misturas C e D respectivamente, diminuiram o
numero meédio de comportamentos exibidos pelas fémeas de A. obliqua quando
comparados a mistura A, sugerindo que tais componentes sejam essenciais no
comportamento do inseto. Em relacdo a auséncia dos compostos a-farneseno,
linalol e 1-heptanol nas misturas B, E e F respectivamente, observou-se um
aumento da média comportamental maior em comparacdo com a mistura A,
indicando que tais componentes apresentam impacto menor na média de
comportamentos exibidos por fémeas. A diferenca estatistica observada para a
mistura A em relagdo as misturas quaternarias, pode estar relacionada com a
percepcgao olfativa dos insetos, sugerindo nesse caso que a complexidade dessa
mistura pode ter contribuido para tal diferenga apresentada quando a mesma foi
comparada ao extrato de machos de A. obliqua. Esses resultados corroboram com
aqueles descritos por Robacker et al. (1992), Zhou et al. (2003) e Alagarmalai et al.
(2009) os quais demonstraram, para outras espécies de moscas das frutas, que
misturas contendo um maior numero de compostos nao foram mais atrativas do
que aquelas com um numero menor de substancias.

VANTAGENS DA PATENTE
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[040] Com o objetivo de conter o desenvolvimento desse inseto-praga, o controle
quimico ainda é difundido nos dias atuais, onde a pratica da pulverizagdo da
cobertura total da area cultivada é realizada utilizando-se defensivos quimicos, que
nas ultimas décadas gerou problemas como: residuos em frutos, desequilibrio
trofico e selegcao de organismos resistentes (ROMANO, 2009). Esse tipo de controle
vem sendo substituido ao longo dos anos por métodos menos agressivos, para o
meio ambiente e consumidores, visto que, a redu¢cdo no nivel de agrotéxicos nos
alimentos torna-se uma tendéncia a ser seguida pelos mercados produtores e cada
vez mais exigida pelos mercados consumidores de frutos in natura (CARVALHO et
al., 2000). Como medidas alternativas de controle de moscas das frutas destacam-
se: 0 uso de atrativos alimentares em armadilhas modelos Jackson ou MacPhail e a
liberagdo de machos estéreis, além da utilizagcdo de insetos e microrganismos
benéficos, esses por sua vez, atuam combatendo a praga somente em estagios
iniciais.

[041] A utilizacdo de formulacdes com mistura atraente a partir do feroménio sexual,
para esta praga pode significar a captura em massa da mesma, de modo a reduzir a
populagcdo para indices abaixo do nivel de dano. O principio € inteiramente
ecoldgico, pois sao substancias produzidas e utilizadas pelo proprio inseto e dessa
forma agem especificamente sem interferir em organismos n&o alvos. A
identificacdo dos compostos atrativos leva a uma nova possibilidade de controle da
praga em estudo, podendo servir, se comprovada sua eficacia, como mais um
método para ser agregado ao Manejo Integrado de Pragas (MIP).

DESCRIGAO DAS FIGURAS

[042] Figura 1 - Identificacdo de compostos EAD-ativos na mistura feromonal
liberada por machos de A. obliqua. Nota: (1) — 1-heptanol; (2) — linalol; (3) (Z)-3-
nonen- 1-ol; (4) — (E,Z)-3,6-nonadien-1-ol; (5) - a-farneseno. FID: detector de
ionizagao de chamas; EAG: Eletroantenografia.

[043] Figura 2 — Atratividade de fémeas virgens de A. obliqua para solugdes de
compostos individuais frente ao feroménio de machos. Nota: (1) — 1-heptanol; (2) —
linalol; (3) (£)-3-nonen-1-ol; (4) — (E,Z)-3,6-nonadien-1-ol; (5) - a-farneseno. FID:
detector de ionizacdo de chamas; EAG: Eletroantenografia. Nota: (*) diferenca
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estatistica significativa ao nivel de 5% de probabilidade. ns — indica auséncia de
diferenca estatistica significativa pelo teste t de Student (p<0.05).

[044] Figura 3 — Atratividade de fémeas virgens de A. obliqua para misturas das
solugdes dos compostos sintéticos frente ao feromdnio de machos. Nota: A (1-
heptanol, linalol, (Z)-3-nonen-1-ol, (E,Z)-3,6-nonadien-1-ol e a-farneseno), B (1-
heptanol, linalol, (Z)-3-nonen-1-ol e (E,Z)-3,6-nonadien-1-ol), C (1-heptanol, linalol,
(£)-3-nonen-1-ol e a-farneseno), D (1-heptanal, linalol, (E,Z)-3,6-nonadien-1-ol e o-
farneseno), E (1-heptanol, (Z£)-3-nonen-1-ol, (E,Z)-3,6-nonadien-1-ol e a-farneseno) e
F (linalol, (Z)-3-nonen-1-ol, (E,Z)-3,6-nonadien-1-ol e a-farneseno). (*) diferenca
estatistica significativa ao nivel de 5% de probabilidade. ns — indica auséncia de

diferenca estatistica significativa pelo teste t de Student (p<0.05).
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REIVINDICAGOES

1. Formulagao atraente com atividade feromonal para fémeas da mosca das
frutas A. obliqua (Diptera: Tephritidae) caracterizadas por compreender
componentes identificados no feroménio sexual de machos coespecificos,
tratando-se da mistura dos componentes: 1-heptanol, linalol, (Z)-3-nonen-
1-ol, (E,Z)-3,6-nonadien-1-ol e a-farneseno) na proporgdo de
95:0,7:1,5:1,5:1,5, respectivamente.

2. Formulagao atraente com atividade feromonal para fémeas da mosca das
frutas A. obliqua (Diptera: Tephritidae), de acordo com a reivindicagéo 1,
caracterizada pela mistura dos componentes, resguardando as
proporgdes existentes no feromdnio e formuladas no substrato polimérico
quitosana na dose de 0,1ng com a proporgao entre mistura e substrato de
1:1.
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