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Formulacdes atraentes para fémeas de A. obliqua (Diptera: Tephritidae) oriundas
de compostos comuns ao fruto hospedeiro carambola e aos componentes
voléateis liberados por machos homoespecificos
“Dividido do BR10 2019 004543-4, de 08/03/2019”

Campo dainvencéo

[001] Formulacbes atraentes para A. obliqua (Diptera: Tephritidae) provenientes de
compostos comuns ao fruto de carambola e aos componentes volateis liberados por
machos homoespecificos. As formulacbes poderdo ser utilizadas em pomares

associadas ao Manejo Integrado de Pragas sendo enquadrado no setor do agronegacio.
Fundamentos da invencgéo

[002] A producdo mundial de frutas apresenta uma grande diversidade de espécies
cultivadas, sendo caracterizada, principalmente, por frutas de clima temperado, as quais
sao produzidas e consumidas, em maior escala, no Hemisfério Norte. No ambito mundial,
a producio de frutos € superior a 800 milhdes de toneladas, sendo a China, india e Brasil
0S paises responsaveis por 49,28% desta producdo (FAO, 2017, disponivel em:
FAOSTAT-www.fao.org, consultado em 05 de junho de 2019).

[003] Na fruticultura brasileira, a producéo € predominantemente destinada ao mercado
interno. Entretanto, sete variedades de frutas frescas: manga, melédo, uva, limdo, maca,
melancia e mamao, representam aproximadamente 80% do mercado internacional,
produzindo uma receita de US$ 335 bilhbes (ABRAFRUTAS, 2024; disponivel em:
https://abrafrutas.org/2024/02/as-frutas-mais-produzidas-no-brasil-a-do-parana-vai-te-

surpreender/; consultado em 15 de maio de 2024).

[004] No entanto, & medida que a populacdo mundial aumenta, faz-se necessario um
aumento na escala de producdo de alimentos, implicando no surgimento de uma
variedade de insetos-praga, decorrente, basicamente, de quatro fatores: oferta de
alimento, alta taxa reprodutiva, habito alimentar polifago e auséncia de inimigos naturais
(ZARBIN, 2009).
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[005] Dentre os insetos-praga que causam maior prejuizo econdémico a fruticultura
mundial, estdo as moscas das frutas do género Anastrepha, que se encontram
distribuidas desde os Estados Unidos até a parte sul do continente americano (NUNEZ-
BUENO, 1994). Neste continente, o Brasil € 0 pais que apresenta a maior diversidade
de espécies de Anastrepha (NORRBOM, 2004), sendo que as mais polifagas séo A.
fraterculus (Wiedemann, 1830) e A. obliqua (Macquart, 1835) (ZUCCHI, 2000).

[006] No territério brasileiro, dentre os principais frutos hospedeiros de A. obliqua
encontram-se a manga, a goiaba e a carambola. Atualmente, o Brasil € um dos maiores
produtores de manga e goiaba no mundo (ABRAFRUTAS, 2024). O plantio de carambola

ainda é incipiente e destina-se principalmente para o consumo no mercado interno.

[007] Em geral, os principais danos causados aos frutos hospedeiros séo provocados
por fémeas e larvas de moscas das frutas. As fémeas depositam seus ovos no interior
do fruto e ao, emergirem as larvas se alimentam da polpa do mesmo, resultando na
diminuicdo da qualidade. Além disso, os orificios produzidos pela inser¢éo do ovipositor
da fémea na superficie do fruto facilitam o acesso de microorganismos oportunistas no

interior do fruto, os quais também contribuem para a degradacdo do mesmo.

[008] Nas interacdes entre moscas das frutas e seus hospedeiros, 0s compostos
volateis liberados pelos frutos afetam o comportamento reprodutivo, atuando como pistas
olfativas que auxiliam esses insetos na localizacao de sitios adequados para alimentacéo,

acasalamento e oviposicao (SILVA et al. 2023).

[009] Os compostos volateis liberados por hospedeiros de moscas das frutas séo
denominados cairoménios e atuam em trés contextos distintos: como precursores de
moléculas de feromonio, como afrodisiacos, aumentando o desempenho sexual de
machos e sucesso no acasalamento e como atraentes de fémeas para sitios de
acasalamento e oviposicao (TAN & NISHIDA, 1996; NISHIDA et al. 2000; VERA et al.
2013; MALO et al. 2012; BACHMANN et al. 2015, SILVA, 2017).

[0010] A volatilidade dos compostos que intermediam as interacdes entre as moscas das
frutas e seus hospedeiros constitui um dos principais obstaculos para o uso destes
cairomonios em estratégias de monitoramento e controle destes insetos-praga. Assim

sendo, é imprescindivel a incorporacdo destes compostos em matrizes que impegam a
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degradacdo provocada por agentes exogenos (radiacdo ultravioleta, oxigénio e
temperatura) e atuem promovendo a liberagcdo gradual e constante destes no campo
(VALLADARES, AUDINO e STRUMIA, 2015).

[0011] Os liberadores utilizados para semioquimicos sao diversos, com destaque para o
septo de borracha que possui sistemas matriciais, onde 0s semioquimicos estao
adsorvidos em uma espécie de rede formada por cadeias de uma ou vérias substancias
quimicas polimerizadas, denominada matriz, que atua como agente modulador da
liberacdo (MUNOZ-PALLARES et al., 2001). Um outro tipo liberador sdo os polimeros
naturais, que tem como caracteristica uma degradacdo nédo-tdxica, proveniente da
desacetilacdo da quitina, um polissacarideo presente no exoesqueleto de animais como
crustaceos, moluscos e insetos (ANGELOVA & HUNKELER, 1999).

[0012] A caracterizacdo das misturas de compostos comuns ao feromoénio sexual
liberado por machos de A. obliqgua e ao fruto hospedeiro carambola e a incorporacao
destas em biopolimero adsorvente constitui o principal objetivo deste estudo, que visa a
aplicacdo dessas formulagbes como iscas olfativas para uso no monitoramento e

controle deste inseto-praga.
Breve descricdo dos desenhos

[0013] A Figura 1 — Atratividade para formulacées com compostos comuns ao fruto de
carambola e ao feroménio sexual produzido por machos de A. obliqua. A designacéo ns
significa que estatisticamente n&o foi constatada diferenca significativa entre as
formulagBes das misturas e a formulacéo contendo o extrato hexanico do fruto carambola

(tratamento-controle).
Descrigdo da invengao

[0014] A invencdo consiste na producdo de formulacdes de misturas de compostos
volateis comuns ao feroménio de machos de A. obliqua e ao fruto carambola, as quais
funcionam como atraentes para fémeas coespecificas e constituem um sistema gradual

de liberacdo dessas misturas.
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[0015] Os exemplos a seguir destinam-se a compreender melhor a invencao, onde as

etapas de concretizacao da invencao séo descritas.
[0016] Exemplo 1. Coleta do material biolégico e manutencao dos insetos

[0017] Coletas de frutos de carambola infestados pela praga de Anastrepha obliqua e de
frutos sadios foram realizadas em pomares no municipio de Maceio-AL (9°39” 59’ S, 35°
44” 6° W). Apds a coleta, os frutos infestados foram condicionados no laboratério de
Ecologia Quimica, da Universidade Federal de Alagoas, em gaiolas de isopor (44 x 35 x
25 cm) para a espera do periodo de emergéncia das moscas. Apés a emergéncia dos
insetos adultos, eles foram mantidos em gaiolas de vidro (30cm x20,5cm x 16cm), com
disponibilidade de dieta artificial rica em proteina e carboidratos (extrato de soja, agucar,
levedo de cerveja e germe de trigo na proporcao 3:3:1:1) e recipientes contendo agua e
frutos que servem para domesticacédo da populacdo. Foram realizadas semanalmente a
limpeza das gaiolas de vidro, dietas, agua e frutos. A temperatura da sala de criacao foi
mantida em 25°C, umidade relativa de 60% e fotoperiodo de 14 horas (14h luz/10h

escuro).
[0018] Exemplo 2. Coleta dos volateis dos frutos

[0019] Foram realizadas aeracGes para obtencdo de extratos do fruto carambola que
seriam utilizados nos testes comportamentais. Para tanto, foram utilizados 250 gramas
do fruto no estagio verde que posteriormente foram colocados em um dessecador de
vidro que estava acoplado a um fluxo de ar continuo que tende a purgar as substancias
volateis, emitidas pela carambola, para um polimero adsorvente Tenax® (150,0 mg de
diametro de 60-80 mesh). Uma bomba de ar (Resun® AC 2600) com um filtro de carvao
ativo, estava interligada a um fluxémetro (Supelco® 0,5 L/min), que controla a saida de
ar para o dessecador. A cada 24 h foi realizada a troca do trap que continha o adsorvente
Tenax®. Os traps com 0s compostos volateis da carambola adsorvidos foram
dessorvidos com hexano bidestilado grau HPLC (2,0 mL), distribuidos em ampolas

seladas e acondicionadas em freezer.

[0020] Exemplo 3. Testes comportamentais em laboratoério
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[0021] A identificacdo do ferombnio de machos de A. obliqua foi realizada por Da Silva
(2017) e a identificacdo quimica do extrato de carambola por Gongalves (2001). Apés a
comparacao das analises dos constituintes quimicos do feromonio e da carambola foram
revelados a presenca de compostos comuns entre estes extratos, a saber: ocimeno, 2-
hexanona e linalol. Estes compostos, foram adquiridos comercialmente pela Sigma-
Aldrich (grau de pureza 98,5%) e utilizados para o preparo das formulagdes contendo
0,01 g de um substrato biopolimérico e 10ul das misturas resultando em uma dose de 10
ng. As proporcdes utilizadas para o ocimeno, 2-hexanona e linalol foram de 1:1,5:25,3

respectivamente.

[0022] Testes comportamentais foram realizados em uma arena de vidro (45cm x 30 cm
x 30 cm) que foi coberta com tecido tipo voil durante a realizacdo dos testes que
ocorreram no periodo entre as 14:00-17:00h. Na arena de vidro, foram penduradas as
formulacdes nas extremidades da arena, de maneira equidistante (30 cm), tendo como
controle positivo o extrato do fruto de carambola e o controle negativo o eppendorf
contendo o polimero adsorvente (substrato). Cada teste comportamental teve a duracao
de 20 minutos totalizando 6 repeticdes para cada formulacdo. Em cada repeti¢ao, foram
utilizadas 6 moscas diferentes, sendo todos os testes de dupla escolha no qual o inseto
foi exposto a dois tratamentos por repeticdo. Em cada teste, foram observados dois
comportamentos nos insetos: agonistico e comportamento de atracdo para a fonte de
odor. As misturas testadas foram: M1FC: ocimeno, 2- hexanona, linalol, M2FC: ocimeno

e 2- hexanona, M3FC: 2- hexanona, linalol e M4FC: ocimeno e linalol.
[0023] Exemplo 4. Analise estatistica

[0024] Apos os testes comportamentais foram realizadas as andlises estatisticas com o
software Assistat 7.7. Os testes de Lilliefors e Kolmogorov- Smirnov (p<0.05) foram
usados para avaliar os parametros de normalidade e homogeneidade das variancias dos
resultados. Constatado o parametro de normalidade e homogeneidade, foi aplicado o
teste t de Student (p<0.05) para verificacao de diferencas estatisticas significativas entre

0s tratamentos em uma mesma repetigéo.

[0025] Diversos estudos revelam a agao dos compostos comuns ao extrato de carambola

e feromonio e diferentes espécies de moscas das frutas. Para a espécie de C. capitata
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0S componentes: acetato de etila, acetato de geranila, 2,3-dimetilpirazina, 2,5-
dimetilpirazina, (E,E)-a-farneseno, (E)-3-hexenoato de etila, indol, linalol, mirceno, (E)-6-
nonen-1-ol, (E)-nonenoato de metila, (E)-3-octenoato de etila, (E)-B-ocimeno e pirrol,
eliciaram atividade comportamental ou eletrofisiolégica em machos e/ou fémeas
coespecificos em bioensaios conduzidos em laboratério ou em campo (JACOBSON et
al 1973, OHINATA et al 1977, 1979, BAKER et al, 1985, JANG et al 1989, BAKER et al
1990, COSSE et al 1995).

[0026] Em um trabalho, Cha et al (2017) identificou nove compostos volateis ativos para
machos e fémeas de R. zephyria, a partir de frutos de S. albus, da variedade laevigatus,
foram eles: 3-metilbutan-1-ol, trisulfeto de dimetila, 1-octen-3-ol, mirceno, nonanal, linalol,
(3E)-4,8-dimetil-1,3,7-nonatrieno (DMNT), decanal, B-cariofileno, dentre os quais se
destacam o linalol e B-cariofileno que foram identificados no presente trabalho como
comuns aos extratos de carambola e goiaba respectivamente. Em continuidade ao
trabalho realizado por Goncalves et al (2013), o documento de patente depositado por
Do Nascimento et al. 2018 (BR 102018000016-0) demonstra os resultados dos testes
eletrofisiol6gicos empregando extratos dos machos e antenas de fémeas virgens de A.
obliqua revelando a despolarizagdo das antenas para os compostos: 1-heptanol, linalol,

(2)-3-nonen-1-ol, (E,Z)-3,6-nonadien-1-ol e a-farneseno.

[0027] Em seguida, em ensaios de laboratério, observou-se que esses compostos bem
como suas respectivas misturas desencadearam atracdo em fémeas virgens
coespecificas, dentre estes compostos encontra-se o componente linalol que além de
ser EAD ativo no extrato de feroménio dos machos de A. obliqua também foi EAD ativo
no extrato do fruto de carambola (DO NASCIMENTO et al. 2018).

[0028] Outros estudos também reportaram a presenca dos componentes comuns em

feromonio de variadas espécies de moscas das frutas e hospedeiros.

[0029] Para A. striata foram identificados uma mistura de trés compostos, a saber: linalol,
octanoato de etila e hexanoato de etila, presente na mistura feromonal liberada por
machos de colonias da Guatemala, Costa Rica e Texas e posteriormente determinou-se
que a composicdo da mistura feromonal desta espécie € mais complexa, sendo

constituida por onze compostos: hexanoato de etila, octanoato de etila, (Z)-3-nonenol,
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(Z,2)-3,6-nonadien-1-ol, linalol, mirceno, limoneno, (Z)-(B)-ocimeno, (E)-(B)-ocimeno,
terpineol, (Z,E)-a-farneseno (HEATH et al., 2000, CRUZ-LOPEZ et al. 2015). Os
compostos linalol, octanoato de etila e hexanoato de etila sdo os componentes
majoritarios da mistura e os Unicos que desencadearam resposta antenal em fémeas
(CRUZ-LOPEZ et al. 2015).

[0030] Diante do exposto, observa-se que diferentes formulagcdes provenientes de
componentes comuns ao extrato de carambola e ao feromdnio de machos de A. obliqua,
em combinacao especifica qualitativamente e quantitativamente podem atrair fémeas co-

especificas e ajudar a elucidar a polifagia da praga.
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REIVINDICACOES

1. Formulagdo atraente com atividade cairomonal para fémeas da mosca das frutas
A. obliqua (Diptera: Tephritidae) caracterizada por compreender formulagdo de mistura
de compostos volateis comuns ao feroménio sexual liberado por machos virgens de A.
obliqua e o fruto hospedeiro carambola, a qual foi designada como M3FC: 2-hexanona e

linalol na proporgéo de 1,5:25,3, respectivamente.

2. Formulacado atraente com atividade cairomonal para fémeas da mosca das frutas
A. obliqua (Diptera: Tephritidae) de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizada pela
mistura dos componentes (M3FC), formulada em 0,01g de quitosana, na dose de 10 ng,

com a proporgao entre a mistura e substrato de 1:1.
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